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1 Einleitung
1.1 Therapieoptimierung bei pädiatrisch-onkologischen Patienten
Nach wie vor ist die Chemotherapie das entscheidende Therapieelement in der Krebsth-
rapie, die auf den drei Säulen Chemo-, Strahlentherapie und Chirurgie beruht1. Trotz in-
tensiver Bemühungen um Erweiterungen des Therapiespektrums durch Immun- oder
Gentherapie von Tumoren oder auf dem Gebiet der Antiangiogenese ist man weit davon
entfernt, dadurch in der Klinik einen Durchbruch zu erzielen. Die Fortschritte in der The-
rapie maligner Erkrankungen der letzten Jahre sind demnach nicht in der Einführung
neuer Behandlungsmethoden zu sehen, sondern beruhen vielmehr auf einer Verbesse-
rung der bereits vorhandenen Therapieprotokolle.
Die Hochdosischemotherapie (HD-Chemotherapie) ist als eine der wesentlichen erfolg-
versprechenden therapeutischen Entwicklungen der letzten Jahre anzusehen.
Im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie werden in der HD-Chemotherapie die
Dosen zytotoxischer Arzneistoffe stark erhöht. Dabei werden Dosierungen oberhalb der
maximal tolerablen Dosis verabreicht. Während dies zunächst nur als Konditionierung vor
einer Knochenmarktransplantation (KMT) möglich war, findet das Prinzip heute aufgrund
der verbreiteten Möglichkeiten, peripher vor der Therapie Knochenmarkstammzellen zu
separieren und posttherapeutisch als „Rescue“ wieder zu infundieren, weite Verbreitung.
In den meisten Therapieschemata werden seit Ende der siebziger Jahre Kombinationen
aus verschiedenen Zytostatika verwendet, da sich dadurch oftmals synergistische Wir-
kungen erzielen lassen und Tumorzellpopulationen erreicht werden, die gegen einzelne
Arzneistoffe resistent sind2.
Für die Mehrzahl der eingesetzten Zytostatika sind Fragen zur optimalen Dosis bzw. Do-
sisintensität (die eng mit der Toxizität korreliert), zum Zeitabstand zwischen den Gaben
und zur optimalen Art der Gabe noch offen. Besonders in der pädiatrischen Onkologie
ergeben sich hieraus Probleme bei der Therapieoptimierung.
Zur Therapieoptimierung gehören pharmakokinetische Studien, um Informationen über
die Verteilung der Substanzen im Körper zu gewinnen, Interaktionen mit anderen Arznei-
stoffen zu erkennen und letztlich die Therapiesicherheit zu verbessern.
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Die Arzneimittelentwicklung, gerade in der Onkologie, ist häufig nur auf erwachsene Pati-
enten zugeschnitten. Kinder sind, da sie nur eine kleine Patientengruppe darstellen, unter
ökonomischen Gesichtspunkten für die pharmazeutische Industrie nur von geringem In-
teresse und werden in klinischen Dosisfindungs- und auch Zulassungsstudien nur selten
berücksichtigt.
Für die Pädiatrie kann jedoch nur mit Einschränkungen auf Daten von Erwachsenen zu-
rückgegriffen werden, da Kinder sich in der Pharmakokinetik aufgrund veränderter Aus-
scheidungs- oder Verteilungsmuster oft von Erwachsenen unterscheiden3. Dazu kommt,
dass viele Tumorentitäten nur bei Kindern vorkommen und deshalb auch nur bei Kindern
untersucht werden können.
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit pharmakokinetischen Untersuchungen von oralem
und intravenösem (i.v.) Busulfan in der HD-Chemotherapie vor Stammzelltransplantation
bei pädiatrischen Patienten.
1.2 Busulfan: Charakterisierung und klinische Bedeutung
1.2.1 Allgemeines und Wirkmechanismus
Busulfan (Abbildung 1), ein zur Gruppe der Alkylantien zählendes Zytostatikum, wurde
bereits Mitte der 50er Jahre im Rahmen einer niedrig dosierten Palliativbehandlung in die
Therapie von akuten und chronischen Leukämien eingeführt4,5. Dabei werden Dosen von
0,1 mg/kg Körpergewicht (KG) pro Tag eingesetzt6.
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Abbildung 1: Busulfan (Myleran®, Busulfex™)
Der genaue Wirkmechanismus von Busulfan ist auf molekularer Ebene noch nicht voll-
ständig geklärt. Durch Inkubationen von DNA mit Busulfan und anschließender chroma-
tographischer Trennung wiesen Tong und Mitarbeiter eine Alkylierung von DNA haupt-
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sächlich an Guanosylbasen nach, eine DNA-Quervernetzung konnte jedoch nicht nach-
gewiesen werden7,8. Bei der HD-Chemotherapie mit Busulfan wurde eine drastische Re-
duktion von im Blut zirkulierenden Vorläuferzellen von Granulozyten, Monozyten und Eo-
sinophilen beobachtet, die Zahl an Lymphozyten und Thrombozyten nahm jedoch nur
geringfügig ab9.
Aufgrund dieser myelosuppressiven Eigenschaften verlagerte sich die Anwendung von
Busulfan von der reinen Palliativbehandlung in Richtung einer Konditionierung vor Kno-
chenmarktransplantationen10. Seitdem wird die Substanz allein, meist aber in Kombina-
tion mit anderen Zytostatika wie Cyclophosphamid, Melphalan, Thiotepa, Etoposid oder
Mitoxantron in der HD-Chemotherapie vor autologer oder allogener Stammzelltransplan-
tation eingesetzt11-16. Eine sehr wichtige Rolle spielt Busulfan in der pädiatrischen Onko-
logie, da die Behandlung mit Busulfan, im Gegensatz zu einer Bestrahlung, keinen Ein-
fluss auf das Knochenwachstum nimmt und die Spätfolgen für die pädiatrischen Patienten
so minimiert werden17-19.
Die in der HD-Chemotherapie eingesetzte Standarddosis liegt bei 4 x 1 mg/kg KG pro
Tag an vier aufeinander folgenden Tagen und übersteigt dabei die konventionelle Dosis
von 0,1 mg/kg KG proTag in der Palliativbehandlung der CML um ein Vielfaches10.
Dabei ist zu beachten, dass der Einsatz von oralem Busulfan in der HD-Chemotherapie
bei Kindern keine zugelassene Indikation ist und einen sogenannten „off-label use“ dar-
stellt.
1.2.2 Biotransformation
Busulfan wird hauptsächlich hepatisch metabolisiert. Weniger als 2% der applizierten Do-
sis wird unverändert ausgeschieden20. I  der Leber erfolgt zunächst eine Konjugation mit
Glutathion, katalysiert durch die Glutathion-S-Transferase A 1 (GSTA1). Dabei entsteht
als intermediäres Zwischenprodukt ein positiv geladenes Sulfoniumion, das anschließend
hydrolisiert und einer Oxidationskaskade zugeführt wird (siehe Abbildung 2)21. Primär wird
dabei ein instabiles Sulfoniumion gebildet, welches nicht isoliert werden kann22. Hassan
und Ehrsson konnten zeigen, dass die daraus entstehenden Hydrolyse- und Oxidations-
produkte keine zytotoxische Aktivität mehr besitzen23. Unklar ist bisher, welche Rolle das
primär gebildete Sulfoniumion bei der Wirkung und Toxizität von Busulfan spielt.
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Abbildung 2: Metabolisierungsschema von Busulfan
1.2.3 Unerwünschte Wirkungen
Zusätzlich zu den gewünschten myelosuppressiven Effekten von Busulfan treten in der
HD-Chemotherapie unerwünschte Arzneimittelwirkungen auf. Dazu zählen Mukositis,
Übelkeit und Erbrechen sowie neurotoxische Symptome, die sich z.B. in Form von
Krampfanfällen äußern können6,24. Um neurotoxischen Symptomen nach Gabe von Bu-
sulfan vorzubeugen, werden gleichzeitig Medikamente zur antikonvulsiven Prophylaxe,
z.B. Phenytoin oder Clonazepam, verabreicht.
Im Vordergrund steht jedoch die lebensbedrohliche venöse Lebervenen-
verschlusserkrankung („venoocclusive disease“, VOD), die als dosislimitierende Toxizität
nach Busulfan-Gabe angesehen werden kann.
Die Erkrankung ist gekennzeichnet durch die Bildung von subendothelialen Ödemen im
Bereich der kleinen Lebervenen. Dadurch kommt es zu einem Blutstau in den Lebersinu-
soiden sowie zur Entstehung hepatischer Nekrosen, was zu einem lebensbedrohlichen
Lebervenenverschluss führt, der in Leberversagen mit anschließendem Multiorganversa-
gen münden kann25. Der Pathomechanismus sowie prädisponierende Faktoren der VOD
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sind nicht vollständig geklärt. Klinisch-diagnostisch ist die VOD durch Hyperbilirubinämie,
Aszites bzw. Gewichtszunahme sowie durch eine Hepatomegalie charakterisiert26. Inzi-
denz und Mortalität der Erkrankung variieren in Abhängigkeit vom Patientenalter sowie
von der Grunderkrankung. Die Inzidenz variiert zwischen 0% bei Kindern mit Immunde-
fekten und 50% bei Erwachsenen mit malignen Erkrankungen26-28. Eine vor Konditionie-
rung mit Busulfan bestehende Lebererkrankung gilt als wesentlicher Risikofaktor, unter
Busulfan-Therapie eine VOD zu entwickeln29.
Eine noch größere Rolle im Hinblick auf die VOD-Inzidenz scheint die systemische Ver-
fügbarkeit, gemessen über die Area under the Curve (AUC) von Busulfan zu spielen:
Untersuchungen von Grochow  und Mitarbeitern bei Erwachsenen konnten zeigen, dass
eine AUC von größer als 1500 µM x Min mit einem erhöhten Risiko verbunden ist, eine
VOD zu entwickeln30. Dieser toxische Schwellenwert von Erwachsenen konnte auf Kinder
jedoch nicht übertragen werden, es konnte also noch kein Zusammenhang zwischen The-
rapieintensität (gemessen über die AUC) und dem Auftreten von VOD bei Kindern herge-
stellt werden.
1.2.4 Pharmakokinetik
Im Gegensatz zu Erwachsenen ist es für Kinder bisher nicht gelungen, ein therapeuti-
sches Fenster für Busulfan in der HD-Chemotherapie zu definieren. Zum einen wurde
gezeigt, dass Talspiegel über 500 mg/l zur Verhinderung einer Transplantatabstoßung bei
nicht vollständig HLA-identischem Spender notwendig sind, zum anderen korreliert die
systemische Verfügbarkeit von Busulfan, gemessen über die AUC, mit einer erhöhten
Inzidenz der VOD31.
Die inter- und intraindividuelle Variabilität der pharmakokinetischen Parameter ist bei Kin-
dern sehr stark ausgeprägt. Die Pharmakokinetik von Busulfan unterscheidet sich bei
Kindern von der bei Erwachsenen durch eine deutlich höhere scheinbare Clearance und
eine geringere systemische Verfügbarkeit, gemessen über die AUC.
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Tabelle 1: Vergleich der pharmakokinetischen Parameter von oralem Busulfan bei Kin-
dern und Erwachsenen32-38
Alter n Vd/F t1/2 Cl/F Autor
(Jahre) (l/kg) (h) (ml/min/kg)
4 - 14 11 1,0 ± 0,5 2,3 4,4 ± 2,2 Vassal 1989
2 - 14 25 1,0 ± 0,4 2,9 4,5 ± 1,5 Vassal 1992
1,3 - 14 9 n.b. 2,4 4,9 ± 2,2 Hassan 1991
1,3 - 13,5 19 0,73 ± 0,15 2,4 3,6 ± 1,1 Shaw 1993
< 3,6 14 1,4 ± 0,8 1,6 8,4 ± 4,3 Grochow 1990
< 2,7 33 1,6 ± 1,3 2,8 6,8 ± 3,0 Vassal 1993
> 18 28 0,6 ± 0,5 2,3 2,5 ± 1,4 Grochow 1989
> 18 16 n.b. 2,7 2,6 ± 0,6 Hassan 1991
n.b. = nicht bestimmt, Vd/F = scheinbares Verteilungsvolumen, Cl/F = scheinbare Clearance,
t1/2 = Halbwertzeit
Bei Kindern ist im Vergleich zu Erwachsenen eine um den Faktor 2 bis 4 erhöhte totale
Clearance zu beobachten (Tabelle 1)32-38. Mit der üblichen Dosierung von 16 x 1 mg/kg
Körpergewicht Busulfan über 4 Tage wird bei Kindern eine geringere systemische Ver-
fügbarkeit des Zytostatikums (gemessen über die AUC) erreicht (Tabelle 2)30,35. Bei Kin-
dern unter 3 Jahren wurde sogar nur ein Viertel der AUC von Erwachsenen beobachtet34.
Tabelle 2: AUC nach oraler Busulfan-Gabe bei Erwachsenen und Kindern nach einer
Standarddosierung von 1 mg/kg30,35
Erwachsene Kinder
n 136 14
Alter (Jahre) > 18 0,2 - 3,6
AUC (µM x Min) 1268 ± 486 715 ± 241
(MW ± SD)
Mehrere Untersuchungen zeigten, dass eine Dosierung nach Körperoberfläche bei Kin-
dern eher zu AUCs führt, die mit denen von Erwachsenen übereinstimmen37,39. Allerdings
ist die interindividuelle Variabilität der Clearance, auch wenn sie auf die Körperoberfläche
der Patienten bezogen ist, immer noch sehr hoch. Untersuchungen von Vassal et al. nach
oraler Busulfan-Gabe bei 27 Kindern ergaben einen geometrischen Mittelwert der AUC
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von 1600 mM x Min mit einer Standardabweichung von 600 mM x Min (VK = 37%)37. Ne-
ben dem Patientenalter wurden weitere mögliche Faktoren, die zur hohen Variabilität der
Pharmakokinetik von Busulfan beitragen, identifiziert. Dazu zählen:
· Zirkadiane Rhythmik bzw. Chronopharmakologie
Untersuchungen von Vassal und Mitarbeitern konnten für einige Patienten eine Chrono-
pharmakologie in Bezug auf die Busulfan-Pharmakokinetik nachweisen. Sie belegten
durch ihre Untersuchungen, dass die Busulfan-Plasmaspiegel in der Nacht signifikant
niedriger sind als am Tage40.
· Interaktionen mit anderen Arzneistoffen
Busulfan wird hauptsächlich in der Leber durch Konjugation mit Glutathion metabolisiert.
Daher kann es zu Interaktionen mit anderen gleichzeitig verabreichten und in der Leber
metabolisierten Arzneistoffen kommen. Die Induktion bzw. Inhibition mikrosomaler Lebe-
renzyme führt zu einer Erhöhung bzw. Erniedrigung der Busulfan-Clearance. Interaktio-
nen mit Busulfan sind bisher für Itraconazol, Phenytoin, Phenobarbital, Paracetamol,
Thioguanin, Cyclophosphamid und Ketobemidon beschrieben6,24.
· Art der Grunderkrankung
Die Pharmakokinetik von Busulfan scheint auch durch die Art der Grunderkrankung be-
einflusst zu sein. Bei Patienten mit angeborenen lysosomalen Speicherkrankheiten (z.B.
Morbus Hurler), also nicht-malignen Erkrankungen, konnten niedrigere Busulfan-
Plasmaspiegel und eine erhöhte Clearance nachgewiesen werden38.
· Variabilität der Absorption im Gastrointestinaltrakt
Bis Ende 1999 konnte Busulfan nur oral verabreicht werden, dabei zeigen etwa 10% der
Patienten eine sehr langsame Absorption, die in einer deutlich niedrigeren AUC resul-
tiert41.
Da bei pädiatrischen Patienten noch keine klare Korrelation zwischen Dosisintensität und
therapiebedingter Toxizität bzw. Mortalität gefunden wurde, erfolgte im Rahmen dieser
Arbeit ein Drug-Monitoring der Busulfan-Plamaspiegel im einem großen pädiatrischen
Patientenkollektiv. Ziel war dabei neben der Therapiekontrolle die Charakterisierung der
intra- und interindividuellen Variabilität der Pharmakokinetik nach oraler Busulfan-Gabe
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bei Kindern sowie die Identifizierung patientenspezifischer Einflussfaktoren. Die Ergeb-
nisse dieser populationspharmakokinetischen Untersuchung bei 48 Patienten aus drei
verschiedenen Transplantationszentren werden in dieser Arbeit dargestellt.
1.2.5 Besondere Probleme bei pädiatrisch-onkologischen Patienten
Orales Busulfan ist lediglich in Form von 2 mg-Tabletten (Myleran®) auf dem Markt erhält-
lich. Da orales Busulfan bisher nur zur Palliativtherapie der CML mit einer Dosierung von
0,1 mg/kg KG pro Tag zugelassen ist, gibt es keine Darreichungsform, die speziell auf die
Dosierungen in der HD-Chemotherapie (16 x 1 mg/kg Körpergewicht über 4 Tage) zuge-
schnitten ist. Die Anwendung von oralem Busulfan mit der Indikation HD-Chemotherapie
stellt keine zugelassene Indikation dar und geschieht im Rahmen eines individuellen ärzt-
lichen Heilversuchs.
Beispielsweise muss ein 50 kg schweres Kind während einer 4-tägigen Konditionierung
mit Busulfan 4 x täglich 50 mg Busulfan zu sich nehmen. Insgesamt müssen über 4 Tage
also täglich 100 Busulfan-Tabletten geschluckt werden. Dies führt zu einer Abwehrhaltung
der pädiatrischen Patienten gegenüber der oralen Medikation, was durch die Zytostatika-
bedingte Übelkeit noch verstärkt wird. Dieses Problem der oralen Applikation ist den Kin-
dern in dieser Behandlungsphase kaum zuzumuten.
1.2.6 Intravenöses Busulfan
Seit Ende 1999 ist eine intravenöse (i.v.) Applikationsform von Busulfan (Busulfex™) er-
hältlich, zunächst allerdings nur auf dem amerikanischen Markt. Zulassungen in Asien
und Israel folgten. Im Gegensatz zu den bisher erhältlichen Busulfan-Tabletten (Myleran®)
ist das i.v. Busulfan für die Indikation HD-Chemotherapie vor Stammzelltransplantation
zugelassen.
Das i.v. Präparat, das als 2-Std.-Kurzzeitinfusion über einen zentralvenösen Katheter
verabreicht wird, bietet pädiatrischen Patienten einige Vorteile: Neben dem Wegfall des
lästigen Tablettenschluckens wird die Medikation direkt systemisch appliziert, durch den
Wegfall der Resorption aus dem Gastrointestinaltrakt erwartet man eine Minderung der
Variabiliät der systemischen Verfügbarkeit, gemessen über die AUC.
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Ein Austausch des oralen Busulfans in den HD-Chemotherapieprotokollen gegen die Bu-
sulfan-Infusion ist nicht unproblematisch, da Erfahrungen und größere Anwendungsstudi-
en bei Kindern fehlen. Systemische Studien zur Markteinführung mit dem i.v. Präparat
sind nur bei erwachsenen Patienten erfolgt.
Hinzu kommt, dass in der intravenösen Arzneizubereitung neben Polyethylenglykol 400
(PEG 400) N,N-Dimethylacetamid (DMA) als Lösungsvermittler aufgrund der geringen
Wasserlöslichkeit von Busulfan eingesetzt wird.
Außer in Busulfex™ ist DMA in verschiedensten Injektionspräparaten zur parenteralen
Anwendung als Lösungsvermittler anzutreffen, insbesondere in Formulierungen mit
schwerlöslichen Substanzen wie Chloramphenicol, Tetrazyklin, Oxytetrazyklin, aber auch
zytostatischen Substanzen wie Teniposid. Die LD50 von DMA liegt bei intravenöser Gabe
bei Ratten bei 2,6 g/kg KG und bei Mäusen bei 3,0 g/kg KG.
Für DMA sind sowohl in Tierversuchen als auch in Untersuchungen am Menschen hepa-
totoxische und neurotoxische Eigenschaften beschrieben worden42-44. Diese Eigenschaf-
ten weist auch Busulfan auf, was bei Verabreichung der Busulfan-Infusion zu einer Über-
schneidung der Toxizitätsprofile von Arzneistoff (Busulfan) und Hilfsstoff (DMA) führt. Dies
ist besonders bei Kindern problematisch, da ihnen im Rahmen der HD-Chemotherapie mit
Busulfex™ relativ hohe Dosen an DMA zugeführt werden. Tabelle 3 soll veranschauli-
chen, welche Mengen an Busulfan und DMA einem 30 kg schwerem Kind  während einer
4-tägigen Konditionierung zugeführt werden:
Tabelle 3: Zugeführte Mengen an Lösungsvermittler DMA während der Busulfan i.v.-
Therapie (Dichte DMA = 0,937, Dosis: 0,8 mg Busulfan/kg KG alle 6 Std. über 4 Tage)
Busulfan N,N-Dimethylacetamid
Einzeldosis Tagesdosis Gesamtdosis über 4 Tage
mg/kg mg/kg mg/kg g/kg g/30 kg schweres Kind
0,8 41,6 167 0,7 20
Die zugeführte Gesamtdosis an DMA während der 4-tägigen Konditionierung liegt bei
0,7 g pro kg KG (siehe Tabelle 3). Diese Menge entspricht ca. 25% der LD50, die nach i.v.
Gabe bei Ratten ermittelt wurde. Dies macht die Anwendung von i.v. Busulfan bei Kindern
besonders problematisch und verlangt ein engmaschiges Monitoring der Toxizitäten. Die
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Einführung der i.v. Busulfan-Zubereitung sollte deshalb im Rahmen einer klinischen Stu-
die unter Plasmaspiegelmonitoring erfolgen.
Dabei sollte evaluiert werden, ob sich mit i.v. Gabe eine mit der oralen Gabe vergleichba-
re Dosisintensität (gemessen über die AUC) und Toxizität bei geringerer interindividueller
Variabiliät erzielen lässt. Die Ergebnisse sind in vorliegender Arbeit zusammengefasst.
Weiterhin sollte die Pharmakokinetik von i.v. Busulfan sowie die erreichte Dosisintensität
bei Patienten mit renaler Insuffizienz charakterisiert werden.
1.3 Bioanalytik von Busulfan
Die Bioanalytik von Busulfan in Plasma ist insofern problematisch, da das aliphatische
Busulfan im UV-Bereich nicht absorbiert. Deshalb muss vor einer quantitativen Bestim-
mung mit UV-Detektion eine Derivatisierung durchgeführt werden. Zur Bioanalytik von
Busulfan in Humanplasma existieren verschiedene analytische Methoden. Dazu zählen
sowohl die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) mit UV-Detektion als auch
gaschromatographische Methoden mit massenspektrometrischer oder ECD-Detektion
(=“Elektroneneinfang-Detektion“)45-48. HPLC mit UV-Detektion ist die in der Literatur am
häufigsten beschriebene Methode zur Bestimmung von Busulfan. Henner und Mitarbeiter
entwickelten eine HPLC-Methode, bei der Busulfan nach Derivatisierung mit Diethyldi-
thiocarbamat photometrisch bei 280 nm detektiert wird47. Von anderen Arbeitsgruppen
sind viele Versuche unternommen worden, diese Methode unter den beschriebenen
chromatographischen Bedingungen zu reproduzieren, scheiterten jedoch an unvollständi-
ger, nicht reproduzierbarer Derivatisierung bzw. geringer Wiederfindungsrate von Busul-
fan in Plasma und zu hohen Schwankungen in der Präzision und Richtigkeit der Methode
zwischen verschiedenen Messtagen49,50. Eine weitere Möglichkeit zur Bestimmung von
Busulfan stellt die von Blanz et al. entwickelte HPLC-Methode mit on-line Photolyse dar51.
Nach Derivatisierung des Busulfans zum 1,4-Diiodbutan und chromatographischer Tren-
nung erfolgt eine on-line Photolyse, die dabei freigesetzten Iodid-Ionen werden bei
226 nm photometrisch detektiert. Mit Ausnahme von zwei bioanalytischen Bestimmungs-
methoden sind mindestens 1 ml Plasma zur Quantifizierung von Busulfan nötig; dies ist
problematisch bei Blutspiegelbestimmungen bei Säuglingen und Kindern. So z.B. ist die
beschriebene HPLC-Methode mit on-line Photolyse von Blanz et al. aufgrund des großen
benötigten Probenvolumens und der hohen quantitativen Bestimmungsgrenze von
100 µg/l nicht für die Bestimmung von Busulfan nach i.v. Gabe bei Kindern geeignet.
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Bleyzac und Mitarbeiter adaptierten die oben beschriebene HPLC-UV-Methode von Hen-
ner et al. und führten zur Aufreinigung eine Festphasenextraktion ein52. Unter den publi-
zierten chromatographischen Bedingungen wird für diese Methode eine untere Bestim-
mungsgrenze von 50 µg/l beschrieben, die Linearität der Methode wurde jedoch nur bis
100 µg/l nachgewiesen. Aufgrund des geringen erforderlichen Plasmavolumens (200 µl),
der kurzen Probenaufarbeitungszeit und aufgrund des geringen apparativen Aufwands
sollte diese Methode im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf ihre Anwendbarkeit im
Rahmen der in Kapitel 2.3.2 beschriebenen klinischen Studie überprüft werden.
1.4 Populationspharmakokinetik in der pädiatrischen Onkologie
Pharmakokinetik beschreibt quantitativ den Umgang des Körpers mit einem gegebenen
Arzneistoff, während die Pharmakodynamik die Effekte des Arzneistoffs auf den Körper
beschreibt53,54. Gerade in der Chemotherapie, in der häufig Arzneistoffe mit geringer the-
rapeutischer Breite eingesetzt werden, ist die Gefahr unerwünschter Wirkungen groß.
Hier kann die Pharmakokinetik wichtige Hinweise für die Anwendung der Wirkstoffe sowie
zur Optimierung der Arzneitherapie geben.
Die Populationspharmakokinetik, nachfolgend kurz Populationskinetik genannt, charakte-
risiert die pharmakokinetischen Parameter (z.B. Clearance, Verteilungsvolumen) einer
Patientengruppe. Sie liefert dabei Informationen zu Variabilitäten zwischen den Patienten
(=interindividuell) als auch zur Variabilität innerhalb eines Patienten bei wiederholter Gabe
(=intraindividuell). Um die Variabilität zu erklären, wird der Einfluss sogenannter Kovariab-
len (z.B. Nierenfunktion, Körpergewicht, Begleitmedikation) auf die pharmakokinetischen
Parameter überprüft.
Das Verfahren wurde 1977 erstmals zur Auswertung von Plasma-Konzentrationsdaten
eines Arzneistoffs von Sheiner et al. angewendet55. Ein großer Vorteil der populations-
kinetischen Auswertung besteht darin, dass im Gegensatz zu klassischen pharmakokine-
tischen Verfahren weniger Datenpunkte pro Patient für die pharmakokinetische Datena-
nalyse benötigt werden. Es konnte anhand des Beispiels von Phenytoin gezeigt werden,
dass das Verfahren bessere Abschätzungen der Variabilität liefert als die klassischen
Auswerteverfahren mit vielen Blutentnahmen pro Patient und Gabe56. Dies ist besonders
bei pädiatrisch-onkologischen Patienten interessant, da weniger Proben pro Patient und
auch insgesamt eine geringere Anzahl von Patienten benötigt werden. Obwohl die Vor-
teile des Verfahrens für Untersuchungen bei Kindern in der onkologischen Forschung of-
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fensichtlich sind, hat sich die Methode hier noch nicht durchgesetzt57. So fordern z.B.
auch die Zulassungsbehörden heute ausdrücklich die Verwendung von populationskineti-
schen Verfahren in der pädiatrischen Forschung58.
In der vorliegenden Arbeit wurde das Potential der Populationskinetik für pharma-
kokinetische Untersuchungen bei pädiatrisch-onkologischen Patienten untersucht. Durch
die Methode des „nonlinear mixed effect modelling“ (NONMEM) sollten in einem Date-
satz von 48 Patienten nach oraler Busulfan-Gabe neben der Berechnung pharmakokine-
tischer Parameter und deren Variabilität auch Kovariablen wie Alter, Gewicht und Ge-
schlecht identifiziert werden, die einen Einfluss auf die pharmakokinetischen Parameter
haben. Die Methode wurde ebenfalls auf die gesammelten Plasmaspiegel nach Gabe von
i.v. Busulfan angewendet und mit der klassischen Auswertestrategie verglichen.
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1.5 Zielsetzung
Viele Zytostatika werden in der Therapie von malignen Erkrankungen bei Kindern einge-
setzt, obwohl die Substanzen für die Anwendung bei pädiatrischen Patienten gar nicht
zugelassen sind. Für die Pädiatrie kann jedoch nur mit Einschränkungen auf Daten von
Erwachsenen zurückgegriffen werden, da sich Kinder in der Pharmakokinetik von Er-
wachsenen unterscheiden3.
Ziel dieser Arbeit war es, umfassende Kenntnisse über die Pharmakokinetik und Toxizität
von Busulfan in der HD-Chemotherapie bei Kindern in zwei Patientenkollektiven zu ge-
winnen, die hochdosiertes Busulfan entweder oral oder intravenös erhielten. Durch ein
therapeutisches Drug-Monitoring der Busulfan-Plasmaspiegel sollte ein Beitrag zur Qu-
litätssicherung in der Arzneimitteltherapie in diesem Patientenkollektiv geleistet werden.
Es sollte weiterhin eine bioanalytische Methode für Busulfan auf ihre praktische Anwend-
barkeit für Plasmaspiegelbestimmungen im Rahmen einer klinischen Studie bei pädia-
trisch-onkologischen Patienten überprüft werden.
Es wurden in dieser Arbeit folgende Schwerpunkte gesetzt:
· Überprüfung der praktischen Anwendbarkeit einer HPLC-Methode mit UV-Detektion
zur Bestimmung von Busulfan nach Derivatisierung aus Humanplasma im Rahmen ei-
ner klinischen Studie von i.v. Busulfan bei Kindern
· Charakterisierung der Pharmakokinetik von oralem Busulfan in der Hochdosis-
chemotherapie bei pädiatrisch-onkologischen Patienten, Bestimmung der intra- und
interindividuellen Variabilität der pharmakokinetischen Parameter und Identifizierung
von patientenspezifischen Einflussfaktoren durch populationskinetische Untersuchu-
gen von 48 Patienten aus 3 Transplantationszentren
· Planung, Durchführung und abschließende Bewertung einer GCP-konformen multi-
zentrischen Phase I/II-Studie zur Einführung von i.v. Busulfan als Ersatz für orales Bu-
sulfan in die Hochdosischemotherapie bei Kindern (Funktion: Studienkoordinatorin),
Titel der Studie: „Einführung von i.v. Busulfan als Ersatz für orales Busulfan in die
Konditionierungstherapie vor autologer und allogener Stammzelltransplantation unter
pharmakokinetischer Kontrolle“, Vorlage-No. BfArM: 4017057
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· Charakterisierung der Pharmakokinetik und Toxizität von i.v. Busulfan in der Hochdo-
sischemotherapie bei pädiatrisch-onkologischen Patienten mit Hilfe von klassischen
pharmakokinetischen Methoden und populationspharmakokinetischen Methoden
· Charakterisierung der Pharmakokinetik von i.v. Busulfan bei Patienten mit renaler In-
suffizienz
Durch diese Untersuchungen sollte ein Beitrag zur Therapieoptimierung und zur Erhö-
hung der Arzneimittelsicherheit in der pädiatrischen Onkologie geleistet werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Geräte
2.1.1.1 Allgemeine Geräte
Analytische Waagen Sartorius BP 210 S
Sartorius MC 5
pH-Meter Digital-pH-Meter 526,
Wissenschaftl.-techn. Werkstätten GmbH
Abblasgerät Fa. Supelco
Ultraschallbad Bandelin Sonorex Rk 52
Vortexer Vortex Genie 2 TM, Bender&Hobein AG
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 54 17R
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q UF, Fa. Millipore
Pipetten Eppendorf Reference Serie
Apparatur zur Festphasenextraktion Baker SPE 12 G
Kartuschen zur Festphasenextraktion Sep-Pak® Vac 1cc (100 mg) C8 Cartridges,
Fa. Waters
2.1.1.2 Hochdruckflüssigkeitschromatographie
Pumpe Merck Hitachi L-6000 Pump
Injektionssystem Rheodyne Probenaufgabeventil mit
50µl Injektionsschleife
Autosampler HPLC 560 Autosampler, Fa. BIO-TEK
Kontron Instruments
UV-Detektor Merck Hitachi L-7400
Interface Merck Hitachi D-7000
Integrationssoftware Merck Hitachi D-7000 HPLC-System-
Manager
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2.1.1.3 Kapillarelektrophorese
System Beckmann P/ACE 5510
Kapillare 40 cm Länge, 50 µm I.D., fused silica
2.1.2 Liste der Verbindungen
1. Busulfan  1,4-Bis-methansulfonyloxy-butan, Fa. Sigma-Aldrich
2. Interner Standard 1,6-Bis-methansulfonyloxy-hexan, Fa. Sugaris
3. DEDC Diethyldithiocarbamat, Fa. Sigma-Aldrich
2.1.3 Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen und Symbole
AIC Akaike-Informationskriterium
AML Akute myeloische Leukämie
ANOVA Analysis of Variance (Varianzanalyse)
ARDS Adult Respiratory Distress Syndrome
AUC Area under the Curve, Gesamtfläche unter der Konzentrations-
Zeitkurve von t0 bis ¥
b Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der y-Achse
BfArM Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte
Cl Gesamt-Plasmaclearance (intravenöse Gabe)
Cl/F Gesamt-Plasmaclearance (orale Gabe) bezogen auf die
absorbierte Fraktion der Dosis
CLS Capillary Leakage Syndrome
Cmax Plasmaspitzenspiegel
CML Chronische myeloische Leukämie
Cobs Beobachtete Konzentration
Cpred Vorhergesagte Konzentration
CTC Common toxicity criteria
DEDC Diethyldithiocarbamat
ECD Elektronen-capture-Detektion
FOCE First order conditional estimate; Iterationsmethode in NONMEM
GCP Good clinical practice
Geo. MW Geometrischer Mittelwert
Geo. VK Geometrischer Variationskoeffizient
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GPOH Gesellschaft für pädiatrische Onkologie und Hämatologie
GvHD Graft versus host disease
Hg Quecksilber
HLA Humane Leukozyten-Antigene
HPLC Hochdruckflüssigkeitschromatographie
I.D. Innendurchmesser
I.S. Interner Standard
i.v. intravenös
IIV Interindividuelle Variabilität
IOV Interoccasion Variability; Variabilität von Gabe zu Gabe
JMML Juvenile myelozytäre Leukämie
k’ Kapazitätsfaktor
ka Resorptionsgeschwindigkeitskonstante
ke Eliminationsgeschwindigkeitskonstante
KG Körpergewicht
KOF Körperoberfläche
LD50 Dosis letalis für 50% der Versuchstiere
m Steigung der Regressionsgeraden
MDS Myelodysplastisches Syndrom
min Minuten
mM millimolar
MW Mittelwert
n Anzahl der Messwerte oder auch Anzahl der Patienten
NONMEM Nonlinear mixed effects modelling
OBF Objective Function; Parameter für die Güte der Anpassung
in NONMEM
Pa Pascal
R Auflösung
r Korrelationskoeffizient
r2 Bestimmtheitsmaß
Rt Bruttoretentionszeit (min)
s Sekunden
SD Standardabweichung der Stichprobe
SDrel relative Standardabweichung der Stichprobe
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SIRS Systemischer inflammatorischer Response
SOP Standard operating procedure
Std. Stunden
SUE Schwerwiegendes unerwünschtes Ereignis
t1/2 Halbwertzeit
µA mikroAmpère
UE Unerwünschtes Ereignis
V Verteilungsvolumen (Ein-Kompartiment-Modell)
V/F Verteilungsvolumen (oraler Gabe) bezogen auf die
absorbierte Fraktion der Dosis
VK Variationskoeffizient
WSS Summe der gewichteten Abweichungsquadrate
a Trennfaktor
W Interindividuelle Variabilität
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2.2 Bioanalytik von Busulfan in Humanplasma
2.2.1 HPLC mit UV-Detektion
2.2.1.1 Chromatographische Bedingungen
Säule: C18-Hypersil-ODS-Säule, 3 µm, 100 mm x 4,6 mm I.D.
Fliessmittel: Acetonitril, Tetrahydrofuran und 100 mM Acetatpuffer pH 6,0
(30 : 25 : 45)
Flussrate: 1,2 ml/min
Detektion: UV-Absorption bei 280 nm
Injektionsvolumen: 30 µl
Zur Herstellung des 100 mmolaren Acetatpuffers wurden 9,8 g Kaliumacetat in 800 ml
H2O gelöst, der pH-Wert mit Eisessig auf pH 6,0 eingestellt und auf ein Endvolumen von
1000 ml mit H2O aufgefüllt.
Tabelle 4: Kapazitätsfaktoren, Trennfaktoren und Auflösung benachbarter Peaks (be-
rechnet aus Abbildung 8 im Kapitel 3.1)
Analyt k‘ R a
DEDC 4,28
2,14 1,47
Busulfan 6,33
2.2.1.2 Extraktionsverfahren
Die Extraktion des Busulfans aus Plasma erfolgte im ersten Schritt durch Flüssig-Flüssig-
Extraktion nach vorgehender Proteinfällung aus 200 µl Plasma:
Proteinfällung: 200 µl Probe + 30 µl I.S. + 200 µl Acetonitril,
15 s vortexen
Derivatisierung: + 200 µl wässrige DEDC-Lösung (50 g/l),
5 s vortexen
Flüssig-Flüssig-Extraktion: + 200 µl Ethylacetat, 60 s vortexen,
15 min bei 4°C und 2000 g zentrifugieren
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Einengung: Obere Phase unter N2-Begasung bei 45°C abdampfen,
Rückstand in 100 µl Methanol aufnehmen, mit 600 µl
H2O versetzen, vortexen
Daran schloss sich eine Festphasenextraktion an C8-Kartuschen (Sep-Pak
®, 1cc, 100 mg)
an:
Konditionierung: 1 ml Methanol, 1 ml H2O (Druck: 0,6 kPa)
Probenaufgabe: Probe auf die Säule geben ( Druck: 0,6 kPa)
Waschen der Säule: 1 ml Methanol/Wasser-Gemisch (50:50)
Trocknen der Säule: 2 min (Druck: 2,6 kPa)
Elution der Probe: 300 µl Acetonitril, davon wurden 30 µl injiziert
2.2.1.3 Herstellung der Stammlösungen
Busulfan wurde in Methanol in einer Konzentration von 100 mg/l gelöst. Durch Verdünnen
mit Methanol wurden daraus Standardlösungen in verschiedenen Konzentrationen herge-
stellt, die für die Bestimmungen eingesetzt wurden.
Der interne Standard wurde ebenfalls in einer Konzentration von 100 mg/l in Methanol
gelöst. Daraus wurde eine 1:20-Verdünnung mit Plasma hergestellt (Endkonzentration:
5 mg/l), von dieser Lösung wurden jeweils 30 µl zur Bestimmung eingesetzt.
2.2.1.4 Kenngrößen der Bestimmungsmethode
Als Bestimmungsgrenze gilt die Konzentration, die noch mit einer Richtigkeit und Präzisi-
on von maximal ± 20% bestimmt werden konnte.
Die Nachweisgrenze wurde über das Peakhöhen/Rauschverhältnis von Busulfan-
Standardlösungen in Methanol ermittelt.
Die Linearität wurde in einem Konzentrationsbereich von 200 bis 5000 µg/l geprüft. Hierzu
wurden gespikte Plasmaproben, die neben dem internen Standard Busulfan in fünf ver-
schiedenen Konzentrationen enthielten, nach dem oben beschriebenen Verfahren analy-
siert. Das Peakhöhenverhältnis zwischen Analyt und internem Standard wurde bestimmt
und anhand dieser Ergebnisse die Parameter der linearen Regression berechnet (siehe
Kapitel 3.1.2).
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2.2.2 Kapillarelektrophoretische Trennung
Zur Trennung wurde ein 50 mM Phosphatpuffer pH 2 als Lauf- und Elektrodenpuffer ei-
gesetzt. Zur Herstellung des Puffers wurden 0,345 g Natriumdihydrogenphosphat in 40 ml
Aqua bidest. gelöst, mit 0,1 M Phosphorsäure auf einen pH-Wert von 2,0 eingestellt und
auf ein Endvolumen von 50 ml aufgefüllt.
Vor jedem Lauf wurde die Kapillare 1,5 min mit 0,1 M NaOH und 1,5 min mit dem Lauf-
puffer gespült. Alle Lösungen wurden vor der Verwendung filtriert (0,45 µm Filter) und im
Ultraschallbad entgast.
2.2.3 Bestimmung mittels LC-MS
Die quantitative Bestimmung von Busulfan im Plasma der Patienten der Busulfan i.v.-
Studie (Kapitel 2.3.2) erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. T. Mürdter und Dr. M. Schwab
vom Dr. Margarete Fischer-Bosch Institut für Klinische Pharmakologie in Stuttgart. B-
sulfan wurde dabei mit einer validierten LC-MS-Methode bestimmt52.
Die Methode erfüllte drei wichtige Voraussetzungen, die an die Busulfan-Analytik von Pa-
tientenproben im Rahmen der Busulfan i.v.-Studie gestellt wurden:
1. Validität der Methode
2. Ausreichende Empfindlichkeit, d.h. eine quantitative Bestimmungsgrenze von 25 µg/l,
um Plasmaspiegel 12 Std. nach Gabe von i.v. Busulfan noch quantifizieren zu können
3. Ein möglichst geringes erforderliches Plasmavolumen, um die Belastung der pädiatri-
schen Patienten so gering wie möglich zu halten
Zu (1): Für die Bestimmung von Arzneistoffen in biologischen Proben sind in Bezug auf
die Reproduzierbarkeit allgemeine Anforderungen festgelegt worden, um die Vergleich-
barkeit der Ergebnisse von verschiedenen Laboratorien sicher zu stellen59. So musste
z.B. die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei wiederholter Analyse von Plasmaproben
mit bekanntem Gehalt überprüft werden. Hierzu wurden Proben jeweils mindestens fünf-
mal an einem Tag und an verschiedenen Arbeitstagen aufgearbeitet und analysiert. Für
die Bestimmung von Arzneistoffen in biologischen Proben sollten Präzision und Richtig-
keit, ausgedrückt als relative Standardabweichung, kleiner als 15% sein, wobei an der
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Bestimmungsgrenze Werte bis 20% zulässig gelten59. Wie im folgenden dargestellt, er-
füllte die vorliegende LC-MS-Methode die gestellten Anforderungen zur Validität.
Zu (2) und (3): Die gestellten Anforderungen zur quantitativen Bestimmungsgrenze und
zum erforderlichen Plasmavolumen wurden mit einer quantitativen Bestimmungsgrenze
von 5 µg/l und einem erforderlichen Plasmavolumen von 200 µl erfüllt.
Die Methode erfüllte somit alle Voraussetzungen, um im Rahmen unserer klinischen Fra-
gestellung einsetzbar zu sein.
Folgende Komponenten  wurden verwendet:
Pumpe : HP1100 LC System, Agilent Technologies
Detektor: HP1100 single-Quadrupol Massenspektrometer
mit Elektrospray-Ionisation, SIM-Modus, Agilent
Technologies
Elektrospray: Spray voltage: 2000 V; Fragmentor: 60 V; Gas-
Temp.: 345° C ; Vernebler-Druck: 50 psi ;
Auswertesoftware: HP Chemstation software (Vers. 98), Agilent
Technologies
Chromatographische Bedingungen:
Stationäre Phase: LUNA C8-Säule (5 mm, 150 x 2 mm I.D.)
Säulentemperatur: 30°C
Mobile Phase A: 10 mmol/l Ammoniumacetat und 1%ige
Essigsäure in H2O
Mobile Phase B: Acetonitril
Gradient: 15% mobile Phase B (2 min),
50% mobile Phase B (6 min),
15% mobile Phase B (2 min), anschließend
Reäquilibrierung der stationären Phase mit 15%
mobiler Phase B
Flussrate: 0,5 ml/min
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Probenaufarbeitung mit Flüssig-Flüssig-Extraktion:
200 ml Plasma wurden mit 10 ml internem Standard (20 mg/l [2H8] Busulfan) und 300 ml
gesättigter NaCl-Lösung  versetzt. Anschließend erfolgte eine Extraktion mit 4 ml Diethyl-
ether (15 min) und Zentrifugation (1200 g, 5 min). Die organische Phase wurde unter N2
bei 37°C zur Trockne eingeengt und anschließend in 120 ml einer Mischung aus mobiler
Phase A und B (85:15, v/v) aufgenommen.
Nach Injektion und chromatographischer Trennung wurden Busulfan und der interne
Standard [2H8] Busulfan im SIM-Modus als Ammonium-Addukte bei den Massezahlen
(m/z) 264,2 bzw. 272,2 detektiert. Unter den beschriebenen chromatographischen Bedin-
gungen betrugen die Retentionszeiten für Busulfan und den internen Standard 5,8 bzw.
5,7 min. Abbildung 3 zeigt repräsentative Chromatogramme einer analysierten Patienten-
probe.
A B C
Zeit (min)
Zeit (min)Zeit (min) Zeit (min)
Zeit (min) Zeit (min)
Abbildung 3: Chromatogramme einer Leerplasmaprobe (A), einer Plasmaprobe gespikt
mit 5 µg/l Busulfan und 400 µg/l [2H8] Busulfan (B) und einer Patientenprobe nach i.v.
Applikation von Busulfan (C)
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Quantifizierung und Validierung:
Für jede Messreihe wurde eine Kalibration aus 6 Leerplasmaproben erstellt, denen ver-
schiedene Konzentrationen des Analyten zugesetzt waren (10, 20, 100, 500, 1000 und
2000 µg/l Busulfan). Aus dem Quotienten der korrigierten Peakflächen von Busulfan und
internem Standard wurde eine Kalibrationsgerade berechnet. Die Konzentrationen des
Analyten in den Proben sowie in den Proben mit bekanntem Gehalt wurden aus den P-
rametern der Kalbrationsgerade ermittelt.
Zur Überprüfung der Richtigkeit und Präzision der Methode innerhalb eines Messtages
(=Richtigkeit und Präzision, i traday) wurden Plasmaproben mit vier verschiedenen Kon-
zentrationen (5, 10, 25 und 250 µg/l Busulfan, n = 5) innerhalb eines Messtages be-
stimmt. Zur Überprüfung der Richtigkeit und Präzision der Methode an verschiedenen
Messtagen (=Richtigkeit und Präzision, nterday) wurden Plasmaproben mit 3 verschie-
denen Konzentrationen (10, 100 und 2000 µg/l Busulfan n = 10) an 6 verschiedenen
Messtagen analysiert. Präzision und Richtigkeit lagen jeweils unter 15%. Die quantitative
Bestimmungsgrenze wurde definiert als die Konzentration, die noch mit einem Variations-
koeffizienten von <20% quantifiziert werden konnte (n = 5).
Die Linearität der Methode konnte über einen Konzentrationsbereich von 5-2000 µg/l Bu-
sulfan nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Überprüfung der Richtigkeit und Präzi-
sion sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
Tabelle 5: Präzision und Richtigkeit für Busulfan (LC-MS-Methode)
Konzentration Präzision Richtigkeit
(µg/l) (%) (%)
Intraday (n = 5)
5 6,5 -10,8
10 2,4 -5,4
25 1,5 -9,2
250 3,3 -6,7
Interday (n = 10)
10 8,4 -8,3
100 3,5 -2,2
2000 5,3 -0,8
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2.2.4 Bestimmung mittels HPLC und on-line Photolyse
Die Bestimmung von Busulfan in Humanplasma im Rahmen des Drug-Monitorings bei
pädiatrischen Patienten nach oraler Busulfan-Gabe (Kapitel 2.3.1) erfolgte in Kooperation
mit Prof. Dr. G. Ehninger und Dr. A. Jenke vom Universitätsklinikum Carl Gustav Carus in
Dresden. Die Bestimmung von Busulfan erfolgte durch eine validierte HPLC-Methode
mittels on-line Photolyse basierend auf einer modifizierten Methode nach Blanz et al51.
Busulfan wurde dabei mittels Natriumiodid zum 1,4-Diiodbutan umgesetzt. Nach der
chromatographischen Trennung erfolgte eine on-line Photolyse, bei der es zur Abspaltung
des kovalent gebundenen Iods kommt. Die dabei gebildeten Iodid-Ionen wurden an-
schließend bei 226 nm photometrisch detektiert.
Folgende Komponenten wurden verwendet:
Pumpe: Modell 626, Waters
Autosampler: Modell 717plus, Waters
Detektor: Spectra-Focus LC Spektrometer, Spectra Physics
Auswertesoftware: Maximum software, Waters
Chromatographische Bedingungen:
Stationäre Phase: Lichrospher 100 RP-18-Säule (5 mm, 125 x 4 mm
I.D.), Vorsäule: Lichrospher 100 RP-18-Säule
(5 mm, 4 x 4 mm)
Mobile Phase: Methanol – H2O (70:30; v/v)
Flussrate: 1,2 ml/min
Probenaufarbeitung mit Flüssig-Flüssig-Extraktion:
40 ml des internen Standards (500 µg/l 1,5-Pentandiol-bis-methansulfonat in Aceton) wur-
den unter N2-Begasung zur Trockne eingeengt und mit 1 ml Plasma wieder aufgenom-
men. Anschließend wurden 200 ml Methanol und 1,5 ml Natriumiodidlösung (8 mol/l in
H2O) hinzugesetzt. Danach erfolgte eine Extraktion mit 500 ml Ethylacetat
(60 min, 70°C) und Zentrifugation der organischen Phase (10000 g, 5 min). Nach Injektion
und chromatographischer Trennung von Busulfan und internem Standard wurden die
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mittels photochemischer Dissoziation freigesetzten Iodid-Ionen bei 226 nm photometrisch
detektiert. Unter den beschriebenen chromatographischen Bedingungen betrugen die
Retentionszeiten für Busulfan und den internen Standard 17,1 bzw. 24,9 min. Abbildung 4
zeigt ein repräsentatives Chromatogramm einer Patientenprobe eine Stunde nach oraler
Applikation von Busulfan.
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Abbildung 4: Chromatogramm einer Patientenprobe 1 Std. nach oraler Gabe von
Busulfan (Gemessene Plasmakonzentration = 1054 µg/l Busulfan); 1 = Busulfan, I.S. =
interner Standard (1,5-Pentandiol-bis-methansulfonat)
Quantifizierung und Validierung:
Für jede Messreihe wurde eine Kalibration aus 10 verschiedenen Leerplasmaproben er-
stellt, denen verschiedene Konzentrationen des Analyten zugesetzt waren (50, 250, 500,
1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000 und 10000 µg/l Busulfan). Aus dem Quotienten der
korrigierten Peakflächen von Busulfan und internem Standard wurde eine Kalibrationsge-
rade berechnet. Aus den Parametern der Kalibrationsgerade wurden die Konzentrationen
des Analyten in den Proben sowie in den Proben mit bekanntem Gehalt ermittelt.
Zur Überprüfung der Präzision der Methode innerhalb eines Messtages (=intraday) wur-
den gespikte wässrige Proben und Plasmaproben mit 10 verschiedenen Konzentrationen
(50-10000 µg/l Busulfan, n = 5) innerhalb eines Messtages bestimmt. Um die Präzision
der Methode an verschiedenen Messtagen (=i terday) zu überprüfen, wurden gespikte
wässrige Proben und Plasmaproben mit 10 verschiedenen Konzentrationen
(50-10000 µg/l Busulfan n = 8-10) an 10 verschiedenen Messtagen analysiert.
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Die Präzision und Richtigkeit der Methode wurde bei 2 verschiedenen Konzentrations-
stufen überprüft (500 µg/l und 4000 µg/l Busulfan, n=10). Präzision und Richtigkeit der
Methode lagen bei unter 5%. Die Ergebnisse der Überprüfung der Richtigkeit und Präzisi-
on sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
Als Nachweisgrenze wurde die Konzentration festgelegt, bei der das Signal-Rausch-
Verhältnis 5:1 betrug. Für Busulfan wurde eine Nachweisgrenze von 10 µg/l definiert. Die
quantitative Bestimmungsgrenze lag bei 100 µg/l. Dies machte die Methode einsetzbar im
Rahmen des Drug-Monitorings von Busulfan nach oraler Gabe. Die quantitative Bestim-
mungsgrenze war jedoch nicht ausreichend, um die Methode zur Quantifizierung von B-
sulfan im Rahmen der Busulfan i.v.-Studie einsetzen zu können.
Tabelle 6: Präzision und Richtigkeit für Busulfan (HPLC- Methode mit online-Photolyse)
Konzentration Präzision Richtigkeit
(µg/l) (%) (%)
n=10
500 3,26 3,1
4000 0,79 -0,2
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2.3 Klinische Untersuchungen
In den folgenden Kapiteln (2.3.1 bis 2.3.3) werden die dieser Arbeit zugrundeliegenden
klinischen Untersuchungen bei pädiatrisch-onkologischen Patienten vorgestellt.
Die Patienten wurden in den jeweiligen Kliniken entsprechend der vor Ort gültigen Thera-
pieprotokolle internationaler Therapiestudien mit hochdosiertem Busulfan in Kombination
mit anderen Zytostatika behandelt. Zusätzlich erhielten die Patienten entsprechend hau-
sinternen Standards eine auf die jeweilige HD-Chemotherapie abgestimmte Supportivthe-
rapie (z.B. Hydrierung, antimikrobielle und antikonvulsive Prophylaxe, Stomatitits-
Prophylaxe).
Die Behandlungstage werden in der HD-Chemotherapie mit anschließender KMT rück-
wärts gezählt, beginnend bei Tag –X (1. Tag der HD-Chemotherapie) bis zum Tag 0, an
dem die Patienten die Knochenmarktransplantation bzw. Stammzellretransfusion erhal-
ten.
Die Gewinnung, Aufarbeitung und Lagerung der Blutproben sowie die verwendeten ana-
lytischen Methoden sind in den Kapiteln 2.2 und 2.3.4 beschrieben.
Für die Probenentnahmen wurden jeweils die tatsächlichen Zeitpunkte (und nicht die
theoretisch vorgesehenen) dokumentiert und für die pharmakokinetischen Auswertungen
herangezogen.
2.3.1 Populationspharmakokinetik von oralem Hochdosis-Busulfan
2.3.1.1 Patienten
Es wurde ein Kollektiv von 48 pädiatrisch-onkologischen Patienten aus drei verschiede-
nen Kliniken, die orales hochdosiertes Busulfan im Zeitraum von Dezember 1997 bis Juli
2001 im Rahmen einer Kombinationschemotherapie erhielten, retrospektiv untersucht:
1. Universitätsklinikum Münster, Klinik und Poliklinik für Kinderheilkunde,
Pädiatrische Hämatologie/Onkologie,
n=15 Patienten
2. Universitätskinderklinik Tübingen, Abteilung Kinderheilkunde 1,
Pädiatrische Hämatologie/Onkologie,
 n=20 Patienten
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3. Universitätskinderklinik Jena, Pädiatrische Hämatologie/Onkologie,
n=13 Patienten
Die Blutproben an den Universitätskliniken Münster und Jena wurden bei den Patienten
im Rahmen eines begleitenden Drug-Monitorings zur oralen Busulfan-Hochdosistherapie
entnommen und durch HPLC mit on-line Photolyse bestimmt (2.2.4). Die Blutproben an
der Universitätskinderklinik Tübingen wurden auch im Rahmen eines begleitenden Drug-
Monitorings gewonnen und mittels LC-MS quantifiziert (2.2.3). Das Einverständnis der
Kinder bzw. Eltern zu den Blutentnahmen lag in allen Kliniken vor.
2.3.1.2 Therapieschemata
Die Patienten wurden in den jeweiligen Kliniken entsprechend der vor Ort gültigen Thera-
pieprotokolle mit hochdosiertem Busulfan in Kombination mit ein oder zwei anderen Zyto-
statika (Cyclophosphamid, Melphalan, Thiotepa, Etoposid, Fludarabin) behandelt.
Busulfan wurde 4 x täglich an vier aufeinanderfolgenden Tagen peroral verabreicht. Die
verabreichten Busulfan-Gesamtdosen variierten zwischen 13 mg/kg (1 Patient), 16 mg/kg
(35 Patienten), 18 mg/kg (3 Patienten), 20 mg/kg (2 Patienten) und 600 mg/m2 (7 Patien-
ten).
Um der potentiellen Busulfan-induzierten Neurotoxizität, die sich in Form von Krampfa-
fällen äußern kann, vorzubeugen, erhielten die Patienten ab dem Tag vor der ersten Bu-
sulfangabe eine antikonvulsive Prophylaxe mit Clonazepam (0,09 mg/kg/Tag) oder
Phenobarbital (5 mg/kg/Tag) in Abhängigkeit von der behandelnden Klinik.
Tabelle 7 bis Tabelle 10 geben eine Übersicht über die Hochdosistherapieschemata,
nach denen die untersuchten Patien en behandelt wurden.
Tabelle 7: Therapieschema BU/MEL (autolog), Kinder
Arzneistoff Tagesdosis Applikationsart Applikationszeitraum
Busulfan 4 x 37,5 mg/m2 orale Gabe Tage -6 bis -3
Melphalan 140 mg/m2 30 min-Infusion Tag -2
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Tabelle 8: Therapieschema BU/CY/ETO (allogen, MRD), Kinder <3 Jahre
Arzneistoff Tagesdosis Applikationsart Applikationszeitraum
Busulfan 4 x 1 mg/kg orale Gabe Tage -8 bis -5
Etoposidphosphat 30 mg/kg 6 Std.-Infusion Tag -4
Cyclophosphamid 60 mg/kg 2 Std.-Infusion Tage -3 bis -2
Tabelle 9: Therapieschema BU/CY/TT/ATG (haploident), Kinder
Arzneistoff Tagesdosis Applikationsart Applikationszeitraum
Busulfan 4 x 1 mg/kg orale Gabe Tage -10 bis -7
Thiotepa 2 x 5 mg/kg 60 min-Infusion Tag -6
Cyclophosphamid 50 mg/kg 2 Std.-Infusion Tage -5 bis -2
Antithrombozyten- 20 mg/kg 12 Std.-Infusion Tage -3 bis -1
globulin
Tabelle 10: Therapieschema FAMP/BU/ATG (allogen), Kinder
Arzneistoff Tagesdosis Applikationsart Applikationszeitraum
Fludarabin 30 mg/m2 60 min-Infusion Tage -10 bis -5
Busulfan 4 x 37,5 mg/m2 orale Gabe Tage -6 bis -5
Antithrombozyten- 10 mg/kg 10 Std.-Infusion Tage -4 bis -1
globulin
Zusätzlich erhielten die Patienten eine auf die jeweilige HD-Chemotherapie abgestimmte
Supportivtherapie (z.B. Hydrierung, antimikrobielle und antikonvulsive Prophylaxe, Sto-
matitis-Prophylaxe, Blutzelltransfusate, MESNA-Gabe bei Cyclophosphamidtherapie).
An Tag 0 (entspricht, je nach Therapieschema, Tag 7 oder Tag 8 der Konditionierung)
erhielten die Patienten eine autologe oder allogene Stammzellretransfusion.
2.3.1.3 Probenentnahmen
Da die vorliegende populationspharmakokinetische Untersuchung retrospektiv durchge-
führt wurde, wurden die Blutproben zur Bestimmung von Busulfan in den drei Kliniken
nicht nach einem einheitlichen Probenentnahmeschema gewonnen. Auch schwankt die
Anzahl entnommener Proben in Abhängigkeit von der jeweiligen Klinik.
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Folgende Probenentnahmezeitpunkte waren in den jeweiligen Kliniken vorgesehen:
1. Universitätskinderklinik Münster:
· Tag 1: 0,5; 1; 2; 3; 4 und 6 Std. nach 1. Gabe
· Tag 2, 3 und 4: Talspiegel vor 1. Gabe
2. Universitätskinderklinik Tübingen:
· Tag 1: 3 Std. nach 1. Gabe, 6 Std. nach 1. Gabe (=Talspiegel vor 2. Gabe),
0,5; 1; 2; 3; 4,5 und 6 Std. nach 2. Gabe, 3 Std. nach 3. Gabe
· Tag 2 und 3: 3 Std. nach 1. Gabe, 6 Std. nach 1. Gabe (=Talspiegel vor 2. Gabe)
· Tag 4: wie Tag 1
3. Universitätskinderklinik Jena:
· Talspiegel 1 Std. vor nächster Gabe (= 5 Std. nach Gabe)
Tabelle 11 gibt eine Übersicht über die Anzahl der Proben pro Patient.
Tabelle 11: Übersicht über die Probenanzahl pro Patient
Klinik Anzahl Probenanzahl Probenanzahl Probenanzahl
Patienten (Gesamt) pro Gabe pro Patient (MW)*
Jena 13 52 1 4
Tübingen 20 349 1 - 8 17
Münster 15 107  1 - 5 7
*durchschnittliche Anzahl der Proben pro Patient über 4 Behandlungstage
Insgesamt lagen 508 Busulfan-Proben nach 250 Busulfan-Gaben vor. Da bei den Pati-
enten aus der Universitätsklinik Jena pro Busulfan-Gabe jeweils nur eine Probe verfügbar
war, wäre hier die traditionelle pharmakokinetische Auswertung nicht möglich gewesen.
Um das zu untersuchende Kollektiv jedoch so groß wie möglich zu gestalten und um alle
verfügbaren Proben aus allen 3 Kliniken in die pharmakokinetische Auswertung mit ein-
zubeziehen, kam ein populationskinetisches Verfahren zur Anwendung.
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2.3.1.4 Darreichungsformen
Busulfan wurde per os oder, bei Kindern mit Schluckschwierigkeiten (z.b. Säuglinge),
nasogastral verabreicht, dabei kamen unterschiedliche Darreichungsformen zum Einsatz:
1) Myleran®-Tabletten (à 2 mg Busulfan), Firma Glaxo Wellcome, Hamburg
2) Hartgelatine-Kapseln (Eigenherstellung der jeweiligen Krankenhausapotheken)
3) Myleran®-Tabletten, supendiert in Wasser (zur nasogastralen Applikation)
Die Myleran®-Tabletten stellten dabei die einzig zugelassene Darreichungsform für orales
Busulfan dar.
2.3.1.5 Populationspharmakokinetische Auswertung
Die pharmakokinetische Auswertung erfolgte mit NONMEM unter Verwendung der FOCE-
Methode. Ein kombiniertes Fehlermodell mit additivem Fehler (in µg/l) und proportionalem
Fehler (in %) wurde zur Beschreibung des Restfehlers verwendet.
In das Fehlermodell wurde die jeweilig behandelnde Klinik mit eingebunden, so dass un-
terschiedliche Restfehler für die Patienten aus unterschiedlichen Behandlungszentren
resultierten. Die Berechnungen im Ein-Kompartiment-Modell erfolgten mit der Subroutine
ADVAN 2 TRANS 2, die das Modell mit den Parametern Cl, V und ka beschreibt. Die Kör-
peroberfläche wurde proportional als Kovariable in das Modell eingebracht:
Clpop=Clind x KOF (1)
V pop=V ind x KOF (2)
Clpop: Populationsmittelwert der Clearance
Clind : individuelle Clearance eines Patienten
V pop: Populationsmittelwert des Verteilungsvolumens
V ind : individuelles Verteilungsvolumen eines Patienten
Die Auswahl der Modelle erfolgte, wie in Kapitel 2.4 dargestellt, auf Unterschieden in der
Objective Function sowie durch Bewertung der Graphen mit gemessenen vs. der durch
das Populationsmodell vorhergesagten Konzentrationen sowie durch die Graphen Popu-
lationsmodell vs. gewichtete Residuen. Außerdem wurden von allen Patienten die Gra-
phen mit den Messwerten und den Modellvorhersagen gegen die Zeit begutachtet.
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2.3.2 Einführung von i.v. Busulfan in die Hochdosis-Chemotherapie bei
Kindern
2.3.2.1 Studiendesign
Im Rahmen einer offenen, eigen initiierten, multizentrischen Phase I/II-Studie erfolgte die
Einführung einer neuen intravenösen Busulfan-Zubereitung (Busulfex™) als Ersatz für
orales Busulfan in die HD-Chemotherapie bei Kindern unter pharmakokinetischem Moni-
toring.
Der Titel der Studie lautet: „Einführung von i.v. Busulfan (Busulfex™) als Ersatz für orales
Busulfan in die Konditionierungstherapie vor autologer und allogener Stammzelltrans-
plantation unter pharmakokinetischer Kontrolle“ (Studiennummer: ZkAp 01_00, Vorla-
genummer beim BfArM: 4017057).
Die Studie war zunächst monozentrisch am Universitätsklinikum Münster, Klinik und Poli-
klinik für Kinderheilkunde, Abteilung Pädiatrische Hämatologie/Onkologie, geplant. Laut
Prüfplan sollten sich individuelle Heilversuche in anderen Zentren am vorliegenden Prüf-
plan orientieren und im Rahmen der Untersuchung dokumentiert werden. Im Verlauf der
Studie wurden drei weitere Studienzentren in die Studie aufgenommen und Patienten dort
mit dem Studienpräparat behandelt. Die Studie wurde im Zeitraum von März 2001 bis
September 2002 (Einschluß des letzten Patienten) in Zusammenarbeit mit folgenden Kli-
niken und Prüfärzten durchgeführt:
1. Universitätskinderklinik Jena, Dr. med. B. Gruhn, Kochstr. 2, D-07740 Jena
2. Universitätskinderklinik Frankfurt, Prof. Dr. med. T. Klingebiel, Dr. med. D. Schwabe,
Pädiatrische Hämatologie/Onkologie, Theodor-Stern-Kai 7, D-60590 Frankfurt
3. Universitätskinderklinik Bonn:  Dr. med. G. Fleischhack , Pädiatrische Hämatologie/
Onkologie, Adenauerallee19, D-53113 Bonn
Die klinische Prüfung wurde in Übereinstimmung mit den Bestimmungen des deutschen
Arzneimittelgesetzes (AMG, Stand Dezember 1998), der ICH-GCP-Leitlinien, den Prinzi-
pien der Deklaration von Helsinki/Somerset West (1996) sowie sonstigen jeweils gültigen
nationalen Regularien durchgeführt. Ein positives Votum vom 15.09.2000 der zuständigen
Ethikkommission der Ärztekammer Westfalen-Lippe lag vor.
Im Zeitraum von März 2001 bis September 2002 wurden 19 Patienten in die Studie ein-
geschlossen und mit i.v. Busulfan (Busulfex™) behandelt.
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Die Patienten wurden in den jeweiligen Kliniken entsprechend der vor Ort gültigen Thera-
pieprotokolle internationaler Therapiestudien mit hochdosiertem Busulfan in Kombination
mit anderen Zytostatika (Cyclophosphamid, Melphalan, Thiotepa, Etoposid, Fludarabin)
behandelt. Die Therapie mit i.v. Busulfan erfolgt gemäß den Therapieplänen der entspre-
chenden GPOH-Therapieoptimierungsstudien mit einer Dosisadaptation von 80% der
oralen Dosis an 4 aufeinanderfolgenden Tagen (4-mal tägliche Gabe). Eine Übersicht
über die dabei untersuchten Therapieschemata ist in Kapitel 2.3.1.2 zu finden.
2.3.2.2 Rationale und Ziele der klinischen Studie
Ziel der klinischen Studie war die Einführung von i.v. Busulfan (Busulfex™) als Ersatz für
orales Busulfan in die Konditionierungstherapie vor autologer und allogener Stammzell-
transplantation. Mit Hilfe der Bestimmung von pharmakokinetischen Parametern sollte die
Frage beantwortet werden, ob sich mit i.v. Gabe eine der oralen Gabe vergleichbare Do-
sisintensität (gemessen über die AUC) und Toxizität, bei geringerer interindividueller Va-
riabilität erzielen lässt. Um eine Ziel-AUC basierend auf Untersuchungen nach oraler Bu-
sulfan-Gabe abzuleiten, wurde auf eine Untersuchung von Vassal und Mitarbeitern bei 27
Kindern zurückgegriffen37. In diesem Patientenkollektiv wurde nach oraler Gabe einer
Gesamtdosis von 600 mg/m2 Busulfan ein Mittelwert der AUC von 1600 µM x Min mit ei-
nem VK von 37% bestimmt (Geo. MW = 1500 µM x Min, geo. VK = 36%).
Mit der Einführung von i.v. Busulfan unter Bestimmung der Pharmakokinetik und Doku-
mentation der Toxizitäten wurde eine zusätzliche Therapiesicherheit erreicht. Außerdem
wurde eine Darreichungsform gewählt, die den Kindern das bisher lästige und mit vielen
Schwierigkeiten verbundene Tablettenschlucken erspart.
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Primäre Zielkriterien
· Erreichen der AUC von 1600 ± 600 µM x Min (AUC nach oraler Gabe laut Vassal et
al.37)
· Erreichen eines Variationskoeffizienten (VK) der AUC kleiner oder gleich 37% (=VK
nach oraler Gabe laut Vassal et al.37)
· Dokumentation der Toxizitäten
Sekundäre Zielkriterien
· Erfassung der pharmakokinetischen Parameter (Verteilungsvolumen, Halbwertzeit,
Clearance) unter i.v. Busulfan (Busulfex™)
· Vergleich der Kinetik von Tag 1 und Tag 4 und Vergleich der Talspiegel vor 4., 8. und
letzter Gabe
2.3.2.3 Patientenauswahl
Die Studienpatienten mussten die folgenden Einschlusskriterien erfüllen:
Einschlusskriterien:
· pädiatrisch-onkologische Patienten sowie Patienten mit kongenitalen Stoffwechseler-
krankungen oder Immundefekten <18 Jahre
· Einverständniserklärung der Patienten und Eltern
· Indikationen der entsprechenden GPOH-Therapieoptimierungsstudien wie Euro-Ewing
99, AML CR 1 HLA ident., AML Rez. BFM 97, ALL BFM 2000 (<3 Jahre), allo SCT
MRD ALL CR 2 (<3 Jahre) und MDS BMT 1/97
Bei Vorliegen eines der folgenden Ausschlusskriterien wurden die Patienten von der Stu-
dienteilnahme ausgeschlossen:
Allgemeine Ausschlusskriterien:
· Teilnahme an einer klinischen Studie (außer GPOH-Therapieoptimierungsstudien)
mit einem Arzneimittel oder einem Medizinprodukt innerhalb der letzten 30 Tage
· Teilnahme an dieser Studie zu einem früheren Zeitpunkt
· gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Prüfung (außer GPOH-
Therapieoptimierungsstudien)
· Unfähigkeit, die Kriterien des Prüfplanes erfüllen zu können
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· Kinder, die nicht mit Busulfan behandelt werden dürfen (z.B. nach Schädelbe-
strahlung, Lungenbestrahlung)
· Frauen im gebärfähigen Alter ohne ausreichenden Konzeptionsschutz
· Frauen in Schwangerschaft oder Stillzeit
· Alkohol-, Medikamenten- oder Drogenabusus
· Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen, Epilepsie, Suizidgefahr
· Blutspende oder Blutverlust (einschließlich Plasmapherese) von ³ 500 ml in den
letzten 3 Monaten (außer periphere Stammzellapherese)
· Weitere Ausschlusskriterien der entsprechenden GPOH-Therapieoptimierungs-
studien, die eine Hochdosischemotherapie mit Busulfan vorsehen.
Anamnestische Ausschlusskriterien:
· bekannte Unverträglichkeit / Überempfindlichkeit gegen Busulfan.
· unbehandelter Diabetes mellitus
· unbehandelte Hyperthyreose
· schwere Hypertonie nach den altersentsprechenden Blutdruckwerten
· chronische Hämodialysetherapie
· nur eine intakte Niere
· klinisch relevante Blutgerinnungsstörungen,
· chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen
· schwere allergische Diathese
Bei Aufnahme festzustellende Ausschlusskriterien:
· chronische Leberleiden (Erhöhung der Transaminasen auf das 2-fache der  Normal-
werte)
· HIV-Test: positiv, chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COLD)
· Nierenfunktionsstörungen (Erhöhung des Serumkreatinins > 1,2 mg/dl oder nach der
Kreatininclearance:
leichte Nierenfunktionsstörung: 50-80 ml/min x 1,73 m2
mäßige Nierenfunktionsstörung:30-50 ml/min x 1,73 m2
Wie im Prüfplan vorgeschrieben, erfolgte die klinische Anwendung von i.v. Busulfan unter
einem engmaschigen Monitoring der klinischen Symptomatik, der Leberwerte und bei
neurologischer Symptomatik mit EEG-Kontrollen, um potentielle Toxizitäten nach defi-
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nierten Kriterien frühzeitig festzustellen und die Therapie bei Bedarf peroral mit Tabletten
weiterführen zu können.
2.3.2.4 Behandlungsplan und Probenentnahmen
Eine Übersicht über den Behandlungsplan und vorgesehene Probenentnahmen gibt
Abbildung 5. Im Vergleich zum vorgesehenen Applikationsschema von i.v. Busulfan ist
die konventionelle Applikation von oralem Busulfan dargestellt (1 mg/kg alle 6 Std. über 4
Tage):
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Abbildung 5: Applikationsschema und Probenentnahmen im Rahmen der Busulfan i.v.-
Studie und Vergleich mit klassischem oralem Applikationsschema; Simulation des Kon-
zentrations-Zeit-Verlaufs mittels Topfit 2.0 [Kinetische Parameter: V = 0,6 l/kg,
ke = 0,28 h
-1, ka(orale Gabe) = 1,3 h
-1)]
Die Therapie mit i.v. Busulfan erfolgte gemäß den Therapieplänen der entsprechenden
GPOH-Therapieoptimierungsstudien mit einer Dosisadaptation von 80% der protokollge-
mäßen oralen Dosis an 4 aufeinander folgenden Tagen. Den Patienten wurden insgesamt
15 Gaben i.v. Busulfan verabreicht (3 Gaben an Tag 1, 4 Gaben an den Tagen 2 bis 4).
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So wurde z.B. eine Einzeldosis von 37,5 mg/m² bei der Gabe von oralem Busulfan gegen
30 mg/m² bei der i.v. Gabe von Busulfan ausgetauscht. Eine Einzeldosis von 1 mg/kg KG
bei der Gabe von oralem Busulfan wurde gegen eine Einzeldosis von 0,8 mg/kg KG i.v.
Busulfan ausgetauscht.
Die erste Infusion wurde als Loading-Dosis und zur pharmakokinetischen Evaluierung mit
der doppelten Dosis über 4 Std. verabreicht (z.B. 1,6 mg/kg oder 60 mg/m2), die zweite
Infusion erfolgte nach 12 anstatt nach 6 Std. Diese und die folgenden Infusionen w rden
als 2-Std.-Infusionen durchgeführt. Die Studienmedikation wurde über einen zentralen
mehrschenkeligen Zugang über einen Infusomaten oder einen Perfusor veabreicht.
Im Rahmen der Studie waren Blutentnahmen aus dem zentralvenösen Katheter (keine
zusätzlichen Venenpunktionen) zu folgenden Messzeitpunkten vorgesehen:
· 3 Std., 4 Std. (=Infusionsende), 4,5 Std., 5 Std., 6 Std., 8 Std., 12 Std. nach Infusions-
beginn der ersten Infusion
· Talkonzentrationen vor weiteren Gaben, möglichst vor der 4. und 8. Gabe
· 0 Std. (vor Infusionsbeginn), 2 Std., 3 Std., 4 Std. und 6 Std. nach Infusionsbeginn der
13., 14., oder 15. Gabe.
Die Blutproben vor der 4. Gabe sowie die Proben 2 Std., 3 Std., 4 Std. und 6 Std. nach
Infusionsbeginn der 13., 14., oder 15. Gabe stellten fakultative Abnahmen dar, die z.B.
bei kleineren Kindern entfallen konnten. Insgesamt wurden 204 Blutproben zur Busulfan-
Bestimmung entnommen. Die quantitative Bestimmung von Busulfan im Plasma erfolgte
innerhalb von 3 Monaten nach Probenentnahme im Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut
für Klinische Pharmakologie mittels einer validierten LC-MS-Methode (Kapitel 2.2.3).
Eine Gesamtübersicht über den Studienablauf („Study Flow Chart“) gibt folgende Tabelle.
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Tabelle 12: Übersicht über den Studienablauf („Study Flowchart”, Erläuterungen siehe folgende Seite)
Studienbesuch Screening Behandlungsperiode Follow up
Vor Kondi-
tionierung
Tag -6 Tag -5 Tag -4 Tag -3 Tag 0 Engraftment
(Neutroph.
>500)
Tag +40 Tag +100
Anamnese x
Klin. Untersuchung x x x x x x x x x
Größe x x x
Gewicht x x x x x x x x x
Mucositis-Grad (1) x x x x x x x x x
Hämatologie (2) x x x x x x x x x
Serumchemie (3) x x x x x x x x x
Busulfan-Plasma-
spiegel (4)
x x x x
VOD-Grad (5) x x x x
GvHD (6) x x x
CT-Thorax x
Lungenfunktion x x
2 Material und Methoden 48
Erläuterungen zum Study Flowchart:
(1) Mucositis-Klassifikation lt. Basisdatensatz der GPOH, Stand: 19.03.2001:
Grad 0: keine
Grad 1: schmerzlose Erosionen, Erythem, geringes Wundsein
Grad 2: mäßig schmerzhaftes Erythem. Ödem oder Erosionen, Aufnahme fester Nahrung
möglich
Grad 3: stark schmerzhaftes Erythem. Ödem oder Ulcerationen, nur Aufnahme flüssiger
Nahrung möglich
Grad 4: stark schmerzhafte und/oder blutende Ulcerationen, orale Nahrungsaufnahme nicht
möglich
(2) Blutbild einschl. Differentialblutbild
(3) Gesamtbilirubin, GOT, GPT, Kreatinin, Ges.Eiweiß, alkal. Phosphatase, PCHE, Elektrolyte,
Glucose, CRP, Quick, PTT, Fibrinogen
(4) Laut Busulfan-Probenentnahmeprotokoll (siehe 2.3.3.4)
(5) VOD-Klassifikation s. McDonald et al.: Venoocclusive disease of the liver and multiorgan
failure after bone marrow transplantation: a cohort study of 355 patient. Ann. I tern Med
1993; 118:255-26726
Milde VOD: klinische Symptome eindeutig vorhanden, keine Behandlung notwendig, voll-
ständige Rückbildung der Symptomatik
moderate VOD: Diuretika-Behandlung und Schmerzmedikation notwendig, vollständige
Rückbildung der Symptomatik
schwere VOD: Therapie notwendig, Rückbildung nicht vor Tag +100 oder Tod
(6) Staging und Grading der GVHD laut Przepiorka et al.: Consensus conference on acute
GVHD grading. BMT 1995; 15: 825-82860
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2.3.2.5 Individuelle pharmakokinetische Auswertung
Die individuelle pharmakokinetische Auswertung erfolgte mit der Software Topfit 2.0.
Die Auswahl des geeigneten pharmakokinetischen Modells und der geeigneten Wichtung
erfolgte nach den in Kapitel 2.4 dargestellten Kriterien. Außerdem wurden die Konzentra-
tions-Zeitverläufe von Busulfan in halblogarithmischer Darstellung visuell beurteilt. Ab-
schließend wurde geprüft, ob die Einführung einer lag-time zur Verbesserung der Modell-
anpassung führt. Die pharmakokinetischen Parameter an Tag 1 und Tag 4 der Gabe von
i.v. Busulfan wurden mit Hilfe des Ein-Kompartimentmodells ber chnet:
· V: Verteilungsvolumen
· t½: Halbwertzeit
· AUC: Area under the curve
· Cl: Clearance
Parallel zur Auswertung der Daten im Ein-Kompartiment-Modell erfolgte ergänzend eine
kompartimentfreie Auswertung der Plasmaspiegel, um die ermittelten AUCs mit Literatur-
werten vergleichen zu können. Die Ermittlung der AUC erfolgte kompartimentfrei mittels
der Trapezregel.
Die kompartimentfrei und über das Kompartiment-Modell berechneten AUCs wurden auf
10 auf- bzw. abgerundet.
2.3.2.6 Populationspharmakokinetische Auswertung
Zusätzlich zur individuellen pharmakokinetischen Auswertung erfolgte eine populationski-
netische Auswertung mit NONMEM unter Verwendung der FOCE-Methode. Ein propor-
tionales Fehlermodell zur Beschreibung der Abweichungen der Messwerte von dem Mo-
dell (Restfehler) wurde verwendet. Weiterhin wurde geprüft, ob die Einführung einer lag-
time zur Verbesserung der Modellanpassung führt.
Die Berechnungen im Ein-Kompartiment-Modell erfolgten mit der Subroutine ADVAN 1
TRANS 2, die das Modell mit den Parametern Cl und V beschreibt.
Das Körpergewicht der Patienten wurde proportional als Kovariable in das Modell einge-
bracht:
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Clpop=Clind x Gewicht (3)
V pop=V ind x Gewicht (4)
Clpop: Populationsmittelwert der Clearance
Clind : individuelle Clearance eines Patienten
V pop: Populationsmittelwert des Verteilungsvolumens
V ind : individuelles Verteilungsvolumen eines Patienten
KOF: Körperoberfläche
Die Auswahl der Modelle erfolgte, wie in Kapitel 2.4 dargestellt, auf Unterschieden in der
objective function sowie durch Bewertung der Graphen mit gemessenen vs. der durch
das Populationsmodell vorhergesagten Konzentrationen sowie durch die Graphen Popu-
lationsmodell vs. gewichtete Residuen. Außerdem wurden von allen Patienten die Gra-
phen mit den Messwerten und den Modellvorhersagen gegen die Zeit begutachtet.
2.3.2.7 Statistische Auswertung
In die statistische Auswertung gingen alle Patienten ein, die mit dem Prüfpräparat behan-
delt wurden und von denen die Dokumentation vorlag. Die Auswertung erfolgte mit der
Software Sigmastat 2.03
· Die Talspiegel (vor der 4., 8. und letzten Gabe) wurden log-transformiert, bevor sie
mit der „One Way Repeated Measures Analysis of Variance with allpairwise mul-
tiple comparison procedure“ (Student-Newman-Keuls-Method) verglichen wurden.
Für den statistischen Vergleich wurden auch die pharmakokinetischen Parameter
logarithmiert, da eine log-Normalverteilung angenommen wurde.
· Die pharmakokinetischen Parameter (AUC, Cl, V, t1/2) wurden als geometrischer
Mittelwert und geometrische Standardabweichung angegeben.
· Ein Vergleich der pharmakokinetischen Parameter von Tag 1 und Tag 4 erfolgte
mittels gepaartem t-Test der log-transformierten Daten37,61.
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2.3.3 Fallbericht: Pharmakokinetik von i.v. Busulfan bei Patienten mit
renaler Insuffizienz
In Zusammenarbeit mit PD Dr. J. Vormoor, Klinik und Poliklinik für Kinderheilkunde, Ab-
teilung Pädiatrische Hämatologie/Onkologie am Universitätsklinikum Münster, wurde die
Pharmakokinetik von i.v. Busulfan bei zwei Patienten mit renaler Infuffizienz untersucht.
2.3.3.1 Fallbeschreibung
Beide Patienten (1,8 und 16,5 Jahre) sollten eine HD-Chemotherapie bestehend aus Bu-
sulfan in Kombination mit anderen Zytostatika erhalten. Da bei beiden Patienten eine
orale Gabe von Busulfan nicht möglich war, sollte eine intravenöse Applikation von Bu-
sulfan erfolgen.
Da die Patienten aufgrund der eingeschränkten Nierenfunktion ein Ausschlusskriterium
zur Busulfan i.v.-Studie (siehe 2.3.2.3) erfüllten, konnten sie nicht im Rahmen der Studie
mit dem i.v. Präparat behandelt werden.
Busulfan wird zwar nur zu einem geringen Teil renal eliminiert, trotzdem ist ein Austausch
des oralen Busulfans in den Hochdosistherapieprotokollen gegen die Busulfan-Infusion
unter folgenden Gesichtspunkten nicht unproblematisch: Erfahrungen mit intravenösem
Busulfan bei Kindern und Untersuchungen bei Patienten mit eingeschränkter Nierenfunk-
tion fehlen24. Der in der i.v.-Zubereitung eingesetzte Lösungsvermittler DMA, der wie Bu-
sulfan auch hepatotoxische und neurotoxische Eigenschaften aufweist, wird zu einem
gewissen Anteil auch über die Niere ausgeschieden, so dass es bei renaler Insuffizienz
eventuell zu einer Konzentrationserhöhung von DMA bei den Patienten kommt42. Dies
könnte zu einem verstärkten Auftreten von Toxizitäten wie Neuro- und Hepatotoxizität
führen.
Genauere Informationen über Korrelationen von Dosierungen, Expositionszeiten und
Konzentrationen von DMA sind jedoch sehr spärlich publiziert. Erfahrungen mit i.v. Bu-
sulfan an Patienten mit eingeschränkter Nierenfunktion lagen nicht vor. Aus diesem
Grunde sollte die intravenöse Busulfan-Applikation unter pharmakokinetischem Monito-
ring der Plasmaspiegel erfolgen. Formal stellte die i.v.-Applikation von Busulfan somit ei-
nen individuellen Heilversuch dar.
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2.3.3.2 Untersuchungsziele
· Charakterisierung der Pharmakokinetik von i.v. Busulfan bei Patienten mit einge-
schränkter Nierenfunktion
· Vergleich der pharmakokinetischen Parameter mit denen einer Patientengruppe mit
normaler Nierenfunktion
2.3.3.3 Therapieschemata
Beide Patienten erhielten eine Kombinationschemotherapie bestehend aus hochdosier-
tem i.v. Busulfan (Busulfex™) in Kombination mit anderen Zytostatika. Es erfolgte keine
Dosisreduktion des i.v. Busulfans. Die Therapieschemata sind in folgenden Tabellen zu-
sammengefasst.
Tabelle 13: Therapieschema BU(i.v.)/CY/MEL (allogen, HLA id MRD), Patient a
Arzneistoff Tagesdosis Applikationsart Applikationszeitraum
Busulfan 1 x 1,6 mg/kg, 4-Std.-Infusion, Tag -7
2 x 0,8 mg/kg 2-Std.-Infusion
Busulfan 4 x 0,8 mg/kg 2-Std.-Infusion Tage –6 bis -4
Cyclophosphamid 60 mg/kg 2-Std.-Infusion Tage–3 bis -2
Melphalan 140 mg/m2 30 min-Infusion Tag -1
Tabelle 14: Therapieschema BU(i.v.)/MEL (autolog), Patient b
Arzneistoff Tagesdosis Applikationsart Applikationszeitraum
Busulfan 1 x 2,0 mg/kg, 4-Std.-Infusion, Tag -6
2 x 1,6 mg/kg 2-Std.-Infusion
Busulfan 4 x 1 mg/kg 2-Std.-Infusion Tage –5 bis -3
Melphalan 140 mg/m2 30 min-Infusion Tag -2
Die Therapie mit i.v. Busulfan erfolgte gemäß den Therapieplänen der entsprechenden
GPOH-Therapieoptimierungsstudien mit einer Dosisadaptation von 80% der protokollge-
2 Material und Methoden 53
mäßen oralen Dosis an vier aufeinander folgenden Tagen analog zur Busulfan i.v.-Studie
(siehe Kapitel 2.3.2.4). Den Patienten wurden insgesamt 15 Gaben i.v. Busulfan verab-
reicht (3 Gaben an Tag 1, 4 Gaben an den Tagen 2 bis 4). Die erste Infusion wurde als
Loading-Dosis und zur pharmakokinetischen Evaluierung mit der doppelten Dosis über 4
Std.verabreicht (z.B. 1,6  mg/kg oder 60 mg/m2), die zweite Infusion erfolgte nach 12 an-
statt nach 6 Std. Diese und die folgenden Infusionen wurden als 2 Std.-Infusionen durch-
geführt. Die Medikation wurde über einen zentralen mehrschenkeligen Zugang über einen
Infusomaten oder einen Perfusor verabreicht.
2.3.3.4 Probenentnahmen
Die Probenentnahmen ertfolgten analog zum Probenentnahmeschema der i.v. Busulfan-
Studie (siehe Kapitel 2.3.1.3):
· 3 Std., 4 Std. (=Infusionsende), 4,5 Std., 5 Std., 6 Std., 8 Std., 12 Std. nach Infusions-
beginn der ersten Infusion
· Talkonzentrationen vor weiteren Gaben, möglichst vor der 4. und 8. Gabe
· 0 Std. (vor Infusionsbeginn),  2 Std., 3 Std., 4 Std. und 6 Std. nach Infusionsbeginn der
13., 14., oder 15. Gabe.
2.3.3.5 Individuelle pharmakokinetische Auswertung
Für die pharmakokinetische Auswertung der beiden Patienten wurden die gleichen Krit-
rien zugrunde gelegt, die für die pharmakokinetische Auswertung der Patienten der i.v.
Busulfan-Studie galten. Es erfolgte die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter
AUC, Cl und V.
2.3.4 Probengewinnung, -aufarbeitung und -lagerung
Die Probengewinnung und -aufarbeitung erfolgte nach den vor Ort gültigen SOPs.
Zur Plasmagewinnung wurde Blut in eine Ammonium-Heparinat-Monovette entnommen
und 10 min bei 4°C und 5000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde eingefroren und bis
zur quantitativen Bestimmung bei –80°C gelagert. Alle Plasmaproben wurden innerhalb
von 3 Monaten nach Entnahme quantitativ bestimmt.
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Zur Vermeidung einer Kontamination der Blutproben mit arzneistoffhaltiger Infusionslö-
sung wurden die Proben aus einem zentralem mehrschenkeligen Zugang entnommen.
Alle Infusionen wurden zum Zeitpunkt der Blutentnahmen abgestellt.
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2.4 Pharmakokinetische Datenanalyse
2.4.1 Allgemeines
Bei Arzneistoffen mit geringer therapeutischer Breite, z.B. bei den in der HD-
Chemotherapie eingesetzten Zytostatika, können die Informationen, die mit Hilfe der
pharmakokinetischen Datenanalyse gewonnen werden, wichtige Hinweise für die opti-
male therapeutische Anwendung der Wirkstoffe geben.
Ziel ist die Bestimmung der individuellen pharmakokinetischen Parameter für jeden Pati-
enten. Daraus sollen dann Fragen zur optimalen Dosis, optimalen Dosierungsschemata
oder aber auch zur systemischen Verfügbarkeit eines Arzneistoffes, welche oftmals eng
mit toxischen Nebenwirkungen korreliert, beantwortet werden können.
Die Pharmakokinetik leistet somit einen wichtigen Beitrag zur individuellen Optimierung
der Arzneimitteltherapie beim Patienten.
Verschiedene methodische Ansätze sind dazu entwickelt worden. Man unterscheidet zwi-
schen der traditionellen individuellen pharmakokinetischen Datenanalyse, die sowohl mo-
dellabhängig als auch modellunabhängig (=kompartimentfrei) durchgeführt werden kann,
und der Populationskinetik.
Beide Ansätze wurden in vorliegender Arbeit in klinischen Datensätzen angewendet.
2.4.2 Modellabhängige pharmakokinetische Auswertung
Die pharmakokinetische Auswertung der Konzentrations-Zeit-Verläufe von Busulfan im
Plasma erfolgte modellabhängig, d.h. mit der Hilfe von geeigneten Kompartiment-
Modellen. Der Körper wird dabei als ein System von kinetischen imaginären Komparti-
menten angesehen, in denen der Arzneistoff homogen verteilt vorliegt.
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die modellabhängige pharmakokinetische Auswertung
der Konzentrations-Zeit-Profile von Busulfan mittels des Ein-Kompartiment-Modells, wo-
bei eine lineare Pharmakokinetik für die Verteilung und Elimination angenommen wurde.
Im folgenden sollen die verwendeten pharmakokinetischen Modelle kurz erläutert weden.
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Abbildung 6: Ein-Kompartiment-Modell nach intravenöser Applikation
Im Ein-Kompartiment-Modell mit intravenöser Applikation (Abbildung 6) befindet sich
die gesamte applizierte Arzneistoffmenge in der systemischen Zirkulation, dabei wird der
Organismus als System angesehen, in dem sich nach der Arzneistoffgabe alle Körper-
flüssigkeiten im Fließgleichgewicht befinden. Die Verteilung des Arzneistoffs erfolgt in ei-
ner vernachlässigbar kurzen Zeitspanne. Die Substanz wird dann mit einer Kinetik erster
Ordnung aus dem zentralen Kompartiment eliminiert, die Eliminationsgeschwindigkeits-
konstante für diesen Vorgang ist ke. Die Arzneistoffkonzentration im Plasma als Funktion
der Zeit kann durch Gleichung 5 beschrieben werden:
Ct = C0 * e
-ke t (5)
Ct = Plasmakonzentration des Arzneistoffes zum Zeitpunkt t
C0= Plasmakonzentration zum Zeitpunkt t = 0 Std.
ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante
Im Ein-Kompartiment-Modell nach oraler Applikation (Abbildung 7) ist die Arzneistoffkon-
zentration im Blut zum Zeitpunkt t = 0 Std. gleich Null.
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Abbildung 7: Ein-Kompartiment-Modell nach oraler Applikation
A stellt hierbei die Arzneistoffmenge dar, die am Resorptionsort, z.B. im Gastrointestinal-
trakt, zur Resorption zur Verfügung steht. Wird der Arzneistoff resorbiert, beschrieben
durch die Absorptionsgeschwindigkeitskonstante k, steigt die Arzneistoffkonzentration im
zentralen Kompartiment, also in der systemischen Zirkulation, an. Gleichzeitig wird aber
bereits ein Teil des sich im zentralen Kompartiment befindlichen Arzneistoffs eliminiert.
Dieser Vorgang wird quantifiziert durch ke. Die Arzneistoffkonzentration im Plasma als
Funktion der Zeit kann durch Gleichung 6 (Bateman-Funktion) beschrieben werden:
Ct = ÷÷
ø
ö
çç
è
æ
-
×
ea
a
kk
k
V
Df
 (e-ke t- e-ka t) (6)
Ct = Plasmakonzentration des Arzneistoffes zum Zeitpunkt t
ka = Absorptionsgeschwindigkeitskonstante
ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante
D = applizierte Dosis
f = resorbierte Fraktion der applizierten Dosis
V = scheinbares Verteilungsvolumen
In Abhängigkeit von der Anzahl der Datenpunkte wurde die Auswertung individuell für je-
den Patienten durchgeführt. Außerdem wurden alle Patienten gemeinsam als Population
mit Hilfe der Populationskinetik analysiert.
ka ke
Elimination
Zentrales
Kompartiment
Dosis
(orale Gabe)
A
Arzneistoffmenge,
die am Resorptionsort
zur Verfügung steht
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Die individuellen Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Programmes Topfit 2.0 (G. Hein-
zel, Stuttgart Fischer Verlag, Stuttgart62), die populationskinetischen Berechnungen er-
folgten mit Hilfe des Programmes NONMEM Version V (NONMEM Project Group, Univer-
sity of California, San Francisco, USA63).
2.4.2.1 Individuelle modellabhängige Auswertung
Für eine individuelle Auswertung wurden von den Patienten, die i.v. Busulfan erhielten,
Blutproben gemäß Probenentnahmeprotokoll (siehe Kapitel 2.3.2.1) während der vier Be-
handlungstage entnommen. Außerdem wurde eine individuelle pharmakokinetische Aus-
wertung der Busulfan-Plasmaspiegel der Patienten mit renaler Insuffizienz durchgeführt
(siehe Kapitel 2.3.3).
Die modellabhängige Auswertung wurde in 4 Schritten durchgeführt:
1. Auswahl eines geeigneten Kompartiment-Modells
2. Mathematische Kurvenanpassung und Einführung einer geeigneten Wichtung
3. Modellvergleich zur Beurteilung der Qualität der Kurvenanpassung und des aus-
gewählten Modells
4. Berechnung der pharmakokinetischen Parameter
1. Auswahl eines geeigneten Kompartiment-Modells
Zunächst wurden die Konzentrations-Zeitverläufe von Busulfan in halblogarithmischer
Darstellung visuell beurteilt, um ein geeignetes Kompartiment-Modell auszuwählen. Die
Güte der Anpassung im ausgewählten Modell wurde mit der alternativer Modelle vergli-
chen (siehe Punkt 3). Das Modell, das die Daten am besten beschrieb, wurde für die
weitere Auswertung verwendet.
2. Mathematische Kurvenanpassung und Einführung einer geeigneten Wichtung
Ziel der modellabhängigen pharmakokinetischen Auswertung ist es, das Modell zu finden,
das den gemessenen Konzentrations-Zeit-Verlauf am besten beschreibt. Mathematisch
handelt es sich dabei um die Minimierung der Summe der gewichteten Abweichungs-
quadrate (WSS) von gemessenen (Cobs) und mittels des Modelles berechneten Konzen-
trationen (Cpred).
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Eine Wichtung wurde eingeführt, um die Abhängigkeit des absoluten analytischen Fehlers
bei unterschiedlich hohen Konzentrationen zu standardisieren. Geprüft wurden die Wich-
tungsfaktoren 1, 1/Cobs und 1/Cobs
2.
3. Modellvergleich zur Beurteilung der Qualität der Kurvenanpassung und des ausge-
wählten Modells
Folgende Kriterien wurden zur Beurteilung der Qualität der Kurvenanpassungen herang-
zogen und danach die Art der Wichtung und das am besten geeignete Kompartiment-
Modell festgelegt:
• Die Summe der gewichteten Abweichungsquadrate (WSS) zum Vergleich unterschiedli-
cher Wichtungsarten eines Kompartiment-Modells. Dabei ergibt die Kurvenanpassung
durch das Modell, das die Daten am besten beschreibt, ein Minimum in der Summe der
gewichteten Abweichungsquadrate, die sich aus den gewichteten Differenzen zwischen
gemessenen (Cobs) und berechneten Konzentrationen (Ccalc)  eines Patienten berechnete:
WSS = å
=
n
i 1
Wi(Cobs - Ccalc)
2 (7)
Wi: individueller Wichtungsfaktor
n: Anzahl der gemessenen Konzentrationen
• Akaike-Informationskriterium (AIC)62,64 zum Vergleich zwischen Ein- und Zwei-
Kompartiment-Modell gleicher Wichtungsart. Je besser sich ein Modell eignete, umso g-
ringer war der AIC-Wert.
AIC = n * ln WSS + 2P (8)
P: Anzahl der Modellparameter
n: Anzahl der gemessenen Konzentrationen
WSS: Summe der gewichteten Abweichungsquadrate
• F-ratio Test62 zum Vergleich zwischen Ein-Kompartiment-Modell (=Modell Q) und Zwei-
Kompartiment-Modell (=Modell P) gleicher Wichtungsart. In die Berechnung gehen die
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Anzahl der Messwerte, die Anzahl der Modellparameter und die Anzahl der Freiheitsgra-
de ein. Modell Q stellt dabei das Modell mit weniger Modellparametern dar, (=Ein-
Kompartiment-Modell), Modell P stellt das Modell mit mehr Modellparametern dar,
(=Zwei-Kompartiment-Modell). Verglichen wird die Summe der gewichteten Abwei-
chungsquadrate (WSS)  zwischen beiden Modellen, unterscheiden sie sich nicht auf ei-
nem Signifikanzniveau von 5%, wird das einfachere Modell mit weniger Modellparametern
als das am besten geeignete Modell zur Beschreibung der Daten angesehen.
• Visuelle Beurteilung der Verteilung der gewichteten Residuen
Durch Erhebung der oben beschriebenen Kriterien zeigte sich, dass die Kinetik von Bu-
sulfan nach oraler und intravenöser Gabe durch ein Ein-Kompartiment-Modell mit einer
Kinetik erster Ordnung für die Resorption, Verteilung und Elimination (=lineare Pharm-
kokinetik) am besten charakterisiert werden konnte.
4. Berechnung der pharmakokinetischen Parameter
Unter Zuhilfenahme der applizierten Dosis (D) konnten die folgenden pharmakokineti-
schen Parameter ermittelt werden:
Gesamtfläche (=Area under the Curve, AUC) unter der Konzentrations-Zeit-Kurve bis un-
endlich (AUC0 -¥ )
AUC0 -¥ = ò
¥
0
Cdt (9)
Gesamt-Plasmaclearance (Cl):
Cl = 
¥
×
-0AUC
 Dosis  f
(10)
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Verteilungsvolumen (V):
V = 
ek×
×
¥-0AUC
 Dosis  f
(11)
Eliminationsgeschwindigkeitskonstante (ke):
Die Eliminationsgeschwindigkeitskonstante wurde über die Steigung der aus der halblog-
arithmischen Darstellung der Plasmakonzentrationen der terminalen Phase gegen die
Zeit ermittelten Gerade ermittelt. Die Steigung der Regressionsgeraden in diesem Bereich
entsprach –ke.
Halbwertszeit (t1/2):
t1/2 = 
ke
2ln
 (12)
2.4.2.2 Populationspharmakokinetische Auswertung
Ziele der populationspharmakokinetischen Auswertung waren:
· Charakterisierung der untersuchten Patientengruppen als Gesamtheit
(über Populationsmittelwerte und –variabilität)
· Identifizierung von patientenspezifischen Einflussfaktoren zur Erklärung der Varia-
bilität der Populationsparameter, sogenannte „Kovariablen“ (z.B. Alter, Gewicht,
Größe, Begleitmedikation)
Zur Bestimmung der Populationsmittelwerte und –variabilitäten wurde das Programm
NONMEM („nonlinear mixed effect modelling“) verwendet63.
Dabei werden nichtlineare Regressionsmodelle an die erhobenen Daten mittels des „Ma-
ximum likelihoood“-Algorithmus angepasst63,65. In den vorliegenden Daten werden die
Populationsparameter durch diese Modelle abgeschätzt, wobei sowohl berechnete feste
Parameter (sogenannte „fixed effects“ = feste Effekte) als auch durch das Modell nicht
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erklärbare inter- und intraindividuelle Effekte (sogenannte “random effects“ = zufällige Ef-
fekte) berücksichtigt werden. Feste Effekte sind z.B. Populationsmittelwerte und Ein-
flussfaktoren, durch die die pharmakokinetischen Parameter charakterisiert werden. Unter
zufälligen Effekten wird die interindividuelle Restvariabilität und die intraindividuelle
Restvariabilität der pharmakokinetischen Parameter, z.B. verursacht durch analytische
Messfehler, falsche Dokumentation der Probenentnahmezeiten oder nicht identifizierte
Kovariablen verstanden.
Bei der traditionellen individuellen pharmakokinetischen Auswertung errechnet sich die
Plasmakonzentration y bei Patient i zum Zeitpunkt j nach der Formel
ijijiij xfy ef += ),( (13),
wobei f das strukturelle Modell, z.B. ein Ein- oder Zwei-Kompartiment-Modell beschreibt,
das die individuellen pharmakokinetischen Parameter fi und die Kovariablen xij als Varia-
blen hat. Dazu kommt eij als Parameter für die Abweichungen der tatsächlichen Konzen-
tration von den Modellvorhersagen. Dieser Parameter beinhaltet Abweichungen durch
den Messfehler, aber auch durch die intraindividuelle Variabilität.
Beim Populationsmodell ergeben sich die individuellen pharmakokinetischen Parameter
des einzelnen Patienten fi aus der Gleichung
iii xg hqf += ),( (14),
wobei g das Populationsmodell beschreibt, das durch die pharmakokinetischen Param-
ter q und die Kovariablen x charakterisiert ist. h ist die interindividuelle Variabilität, also
die Schwankungen in den pharmakokinetischen Parameter von Patient zu Patient.
Wie bei der individuellen modellabhängigen Auswertung wird bei der populationskineti-
schen Auswertung eine Kurvenanpassung an die erhobenen Messwerte durchgeführt.
Dabei wird die Summe der gewichteten Abweichungsquadrate (WSS) der mit dem Modell
ermittelten zu den gemessenen Konzentrationen minimiert, wobei die Anpassung für die
Messpunkte aller Patienten simultan vorgenommen wird. Aus diesem Grunde ist die not-
wendige Anzahl an Messpunkten für jeden Patienten viel kleiner als bei der individuellen
Auswertung. Je mehr Patienten mit Datenpunkten und Informationen z.B. über Alter, G-
wicht, Begleitmedikation usw. in die Auswertung eingehen, umso besser können die Po-
pulationsparameter abgeschätzt und wichtige Kovariablen identifiziert werden.
Dabei wurde in folgenden Schritten vorgegangen:
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1. Wahl des pharmakokinetischen Modells, des Fehlermodells und Abschätzung der
Initialparameter
Die Auswahl des geeigneten Modells inklusive Fehlermodell für die populationskineti-
sche Auswertung erfolgte analog der in Kapitel 2.4 beschriebenen Schritte 1 und 2
(Modell, mathematische Kurvenanpassung). Außerdem erfolgte ein Vergleich der ge-
messenen und der durch das Modell vorhergesagten Konzentrationen mittels linearer
Regression, um die Güte der Modellanpassung zu beurteilen. Weitere Kriterien zur
Modellbeurteilung waren der Restfehler der Gesamtanpassung und die Standardfehler
(= standard errors) der einzelnen pharmakokinetischen Parameter. Die „objective
function“ (= OBF), die auf dem statistischen Prinzip des „Maximum likelihood“-
Algorithmus beruht, dient dabei als weiteres Kriterium für die Annahme der Hypothe-
se, dass ein verändertes bzw. erweitertes Modell eine Verbesserung darstellt. Die
OBF stellt einen Zahlenwert dar. Sinkt der Zahlenwert der OBF um 3,84, bedeutet das
eine signifikante Modellverbesserung bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
(p<0,05). Ein Sinken der OBF um 6,63 bedeutet eine signifikante Modellverbesserung
bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% (p<0,01).
Als Initialparameter für die pharmakokinetische Auswertung mit NONMEM wurde auf
Initialparameter aus der Literatur von pädiatrisch-onkologischen Patienten zurückge-
griffen. Diese Initialparameter wurden vom Programm als Startparameter verwendet.
2. Populationskinetische Auswertung ohne Einbeziehung von patientenspezifischen
Einflussfaktoren (Kovariablen)
Die Anpassung des NONMEM zugrundeliegenden nichtlinearen Regressionsmodells
an die erhobenen Daten erfolgte mittels des „Maximum likelihood“-Algorithmus. Die-
ses statistische Prinzip beruht auf der Annahme, dass sich aus den gewonnenen Da-
ten mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit (=“likelihood“) die wahren Parameter des
zugrundeliegenden Modells abschätzen lassen, ausgehend von den oben beschrie-
benen Initialparametern bzw. Startwerten. Durch nachfolgende Iterationen werden
letztendlich die Werte abgeschätzt, die mit der höchsten Wahrscheinlichkeit den wah-
ren Werten am nächsten kommen.
2 Material und Methoden 64
3. Ermittlung von patientenspezifischen Einflussfaktoren (Kovariablen)
Hierbei wurde die Abhängigkeit der in Schritt 2 berechneten pharmakokinetischen Pa-
rameter von Hochdosis-Busulfan (Cl, V, ke, ka) von verschiedenen patientenspezifi-
schen Einflussfaktoren, im folgenden als Kovariablen bezeichnet, untersucht. Als
mögliche Kovariablen wurden Alter, Gewicht, Größe, Geschlecht, KOF, BMI und anti-
konvulsive Begleitmedikation überprüft. Diese Überprüfung erfolgte schrittweise unter
Einbeziehung der OBF als Maß für die Güte der Anpassung.
4. Ermittlung des Einflusses der „interoccasional variability“ (IOV) auf die Modellan-
passung
Zusätzlich wurde überprüft, ob die Einbeziehung der sogenannten „interocasional va-
riability“ (= IOV) zu einer Modellverbesserung führt. Die IOV ermöglicht, analog zur
Abschätzung der Variabilität zwischen zwei Individuen, die Abschätzung der Variabili-
tät der pharmakokinetischen Parameter eines Individuums zwischen verschiedenen
Gaben66. Da Busulfan viermal täglich an 4 aufeinander folgenden Behandlungstagen
appliziert wird, kann so neben der interindividuellen Variabilität bei ausreichender An-
zahl von Datenpunkten auch die Variabilität bei einem Patienten von Gabe zu Gabe
oder, bei bestehendem Datensatz, von Tag zu Tag abgeschätzt werden.
5. Populationskinetische Auswertung unter Einbeziehung von patientenspezifischen
Einflussfaktoren (Kovariablen)
Im letzten Schritt erfolgte eine endgültige Berechnung der populationskinetischen Pa-
rameter unter Einbeziehung der individuellen Kovariablen und der IOV. Dabei wurden
die endgültigen Populationsmittelwerte, deren Varianzen und die Fehlervarianzen be-
rechnet. Die dadurch erhaltene Variabilität der Populationsmittelwerte stellt den nicht
durch Kovariablen erklärbaren Anteil dar (Restvariabilität). Diese Restvariabiliät kann
durch präanalytische Fehler (z.B. Fehler bei der Dokumentation der Probenentnahme-
zeiten), analytische Messfehler, Modelmissspezifikation, nicht identifizierte Kovaria-
blen und weitere, unbekannte Fehlerquellen erklärt werden.
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2.4.3 Individuelle modellunabhängige Auswertung
Zusätzlich zur Auswertung im Ein-Kompartiment-Modell wurde bei den Patienten, die i.v.
Busulfan erhielten, eine kompartimentfreie Auswertung der Busulfan-Plasmaspiegel
durchgeführt, da genügend Probenentnahmen vorlagen.
Dabei wurde die AUC und ke berechnet. Aus ke wurde t1/2 abgeleitet. Diese modellunab-
hängig berechneten Parameter wurden anschließend mit den pharmakokinetischen Pa-
rametern, die mittels Ein-Kompartiment-Modell berechnet wurden, verglichen.
Die terminale Eliminationsgeschwindigkeitskonstante ke wurde über die Steigung der aus
der halblogarithmischen Darstellung der Plasmakonzentrationen der terminalen Phase
gegen die Zeit ermittelten Gerade ermittelt. Die Steigung der Regressionsgeraden in die-
sem Bereich entspricht –ke.
Die Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC0-tz) vom Zeitpunkt t = 0 bis zum
Zeitpunkt der letzten gemessenen Konzentration tz wurde mit Hilfe der Trapezregel b-
rechnet. Die Flächen der Kurve für die einzelnen Zeitintervalle zwischen den Messpunk-
ten wurden berechnet und anschließend die Flächen der Trapeze addiert.
AUC0-tz = å
=
z
i 1
)(
2
)(
1
1
-
- -×
+
ii
ii tt
CC
(15)
Ci: Gemessene Konzentrationen
ti: Zeitpunkte
Der extrapolierte Anteil der Fläche unter Konzentrations-Zeit-Kurve der terminalen Phase
(AUCtz-¥ ) ließ sich nach folgender Formel berechnen:
AUCtz-¥  = 
e
z
k
C
 (16)
Cz: letzte gemessene Konzentration
ke: Eliminationsgeschwindigkeitskonstante
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Die Gesamtfläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve bis unendlich (AUC0-¥ ) berech-
nete sich folgendermaßen:
AUC0-¥ = AUC0-tz+ AUCtz-¥ (17)
Die Halbwertzeit (t1/2) wurde berechnet durch
t1/2 = 
ek
2ln
 (18)
2.5 Statistik
2.5.1 Deskriptive Statistik
Zur zusammenfassenden Darstellung der Daten wurden folgende Lage- und Streupara-
meter verwendet:
Lageparameter:
Geometrischer Mittelwert (Geo. MW)
Arithmethischer Mittelwert (MW)
Median
Streuparameter:
Standardabweichung (SD)
Variationskoeffizient (VK) in %  = relative Standardabweichung (RSD) in %
Geometrischer Variationskoeffizient in % (Geo. VK)
Spannweite („range“ )
2.5.2 Beurteilende Statistik
Um zu beurteilen, ob sich Gruppen in Bezug auf bestimmte Merkmale signifikant vonein-
ander unterscheiden, wurde je nach Fragestellung ein entsprechendes statistisches Test-
verfahren eingesetzt, falls die entsprechenden Voraussetzungen erfüllt waren. Für Grup-
penvergleiche wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt. Bei einer Irrtumswah-
scheinlichkeit kleiner 5% (p<0,05) wurde das Ergebnis als signifikant bezeichnet.
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Folgende Tests wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Dabei wurden der jeweils
eingesetzte Test, die Irrtumswahrscheinlichkeit (p), power und die Stichprobengröße (n)
angegeben.
2.5.2.1 Gruppenvergleich
Student’s ungepaarter t-Test: Vergleich von Mittelwerten zweier normalverteilter, unab-
hängiger Stichproben
Student’s gepaarter t-Test: Vergleich von Mittelwerten zweier normalverteilter, abhängiger
Stichproben
Varianzanalyse (ANOVA): Vergleich von Mittelwerten zweier oder mehrerer normalver-
teilter, abhängiger Stichproben
2.5.2.2 Korrelationsanalyse
Prüfung auf Vorhandensein eines Zusammenhangs zweier Variablen. Der Korrelations-
koeffizient (r) gibt als Maßzahl zwischen –1 und +1 die Stärke des Zusammenhangs an.
2.5.2.3 Regressionsanalyse
Mit dem Bestimmtheitsmaß r2 (zwischen 0 und 1) wird die Erklärungskraft der Regressi-
onsgleichung insgesamt beurteilt, indem das Verhältnis der erklärten Abweichungen zur
Gesamtstreuung von der Geraden quantifiziert wird.
In vorliegender Arbeit wurde die einfache Regressionsanalyse verwendet. Dabei wird die
Gleichung ermittelt, die die lineare Abhängigkeit eines Parameters von einer unabhängi-
gen Variable beschreibt (Gleichung 19):
y = ax + b (19)
a: Steigung der Regressionsgleichung
b: Ordinatenabschnitt der Regressionsgleichung
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3 Ergebnisse
3.1 Bioanalytik von Busulfan in Humanplasma
3.1.1 Vorbemerkung
Ausgehend von in der Literatur beschriebenen analytischen Methoden sollte ein Bestim-
mungsverfahren für Busulfan in Humanplasma auf seine Anwendbarkeit überprüft wer-
den, das sich für den routinemäßigen klinischen Einsatz bei Kindern eignet.
Das benötigte Probenvolumen sollte so gering wie möglich sein, da die Methode für Blut-
spiegelbestimmungen bei Säuglingen und Kindern im Rahmen der Busulfan i.v.-Studie
zum Einsatz kommen sollte (siehe Kapitel 2.3.2). Da im zugehörigen Prüfplan die Ab-
nahme von insgesamt 14 Blutproben in einem Zeitraum von vier Tagen bei den Kindern
vorgesehen war, sollte die Bestimmung von Busulfan aus maximal 200 µl Plasma möglich
sein. Zusätzlich sollte das Verfahren für den Einsatz im Rahmen der beschriebenen Stu-
die eine ausreichende Sensitivität besitzen. Eine quantitative Bestimmungsgrenze von
25 µg/l wurde angestrebt, um Plasmaspiegel über einen Zeitraum bis zu 12 Std. nach Bu-
sulfan i.v.-Gabe noch analytisch erfassen zu können.
Eine flüssigkeitschromatographische Methode mit UV-Detektion des derivatisierten Bu-
sulfans sollte somit auf ihre klinische Anwendbarkeit überprüft und die Grenzen der Me-
thode aufgezeigt werden.
3.1.2 Chromatographische Bedingungen
Die Methode von Bleyzac et al. erlaubte den Nachweis von Busulfan aus Humanplas-
ma52. Nach Derivatisierung des Busulfans mit Diethyldithiocarbamat (DEDC) zum 1,4-Bis-
diethyldithiocarbamoyl-butan und Festphasenextraktion an C8-Säulen erfolgte die Tren-
nung an einer C18-Hypersil-ODS-Säule (3 µm, 10 cm x 4,6 mm) durch isokratische Elution
mit einem Gemisch aus Acetonitril, Tetrahydrofuran und Wasser (65:5:30) und einer
Flussrate von 1,2 ml/min. An einer Novapak C18-Säule konnten unter den beschriebenen
chromatographischen Bedingungen zwar Busulfan und der interne Standard 1,6-Bis-
methansulfonyloxy-hexan getrennt werden, die Auflösung zwischen den benachbarten
Peaks des Derivatisierungsreagenzes DEDC (Rt = 4,23 min) und des derivatisierten Bu-
sulfans (Rt = 5,07) war allerdings unzureichend und durch ein starkes Tailing des DEDC-
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Peaks gekennzeichnet. Diese Faktoren erschwerten eine korrekte Peakintegration und
somit die Quantifizierung des Busulfans. Da die chromatographische Auflösung am stärk-
sten über die Selektivität und damit über die Wechelwirkungseigenschaften der mobilen
Phase modifiziert werden kann, wurden stufenweise Anteile des Acetonitrils durch Te-
trahydrofuran ersetzt. Dadurch wurden die Protonenakzeptoreigenschaften der mobilen
Phase erhöht, und die Auflösung zwischen beiden Substanzen konnte verbessert werden.
Die Verwendung eines 100 mM Acetatpuffers mit einem pH-Wert von 6,0 führte nochmals
zu einer Verbesserung der Peakform des DEDC.
Mit einer optimierten mobilen Phase, bestehend aus Acetonitril, Tetrahydrofuran und
100 mM Acetatpuffer pH 6,0 (30:25:45), konnte eine gute Trennung des Busulfans und
eine befriedigende chromatographische Auflösung in einer akzeptablen Analysenzeit er-
reicht werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Chromatogramm einer Leerplasmaprobe gespikt mit Busulfan
(500 µg/l). Peaks: 1. Diethyldithiocarbamat (DEDC), 2. 1,4-Bis-diethyldithiocarbamoyl-
butan, I.S.= interner Standard (1,6-Bis-methansulfonyloxy-hexan)
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3.1.2.1 Interner Standard
Zum Ausgleich von Schwankungen bei der Flüssig-Flüssig- sowie Festphasenextraktion
des Busulfans sollte den Plasmaproben ein interner Standard zugesetzt werden, der ähn-
liche physikalische und chemische Eigenschaften wie die zu bestimmende Komponente
aufweisen sollte.  Das 1,6-Bis-methansulfonyloxy-hexan, ein Busulfan-Homologes, zeigte
keine Interferenzen mit Plasmabestandteilen und wurde als interner Standard in einer
Konzentration von 750 µg/l eingesetzt.
3.1.2.2 Bestimmungsgrenze
Die angestrebte Bestimmungsgrenze des analytischen Verfahrens für Plasmaproben lag
bei 25 µg/l Busulfan. Die Bestimmungsgrenze ist die niedrigste Konzentration, die noch
mit akzeptabler Präzision und Richtigkeit bestimmt werden kann, wobei die in der Litera-
tur gestellten Anforderungen an Präzision und Richtigkeit stark variieren. Für die folgen-
den Untersuchungen wurden die von Shah et al. aufgestellten Kriterien für Präzision (ma-
ximale Standardabweichung von 20%) und Richtigkeit (maximale Abweichung von 20%
bei Einzelwerten) an der Bestimmungsgrenze verwandt59. Zur Ermittlung der Bestim-
mungsgrenze wurde Leerplasma mit vier verschiedenen Konzentrationen an Busulfan
gespikt und an drei verschiedenen Tagen vermessen. Anhand der erhaltenen Werte wur-
den die prozentualen Abweichungen der Messwerte vom theoretischen Gehalt (Richtig-
keit) und deren Streuung anhand der relativen Standardabweichung (Präzision) ermittelt.
Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 9 und Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 9: Präzision der Messwerte für Busulfan aus Plasma an drei verschiedenen
Tagen (n=5)
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Abbildung 10: Richtigkeit der Messwerte für Busulfan aus Plasma an drei verschiedenen
Tagen (n=5)
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Die niedrigste Busulfan-Konzentration, die noch mit akzeptabler Präzision und Richtigkeit
bestimmt werden konnte, lag bei 200 µg/l52. Diese Plasmakonzentration konnte mit einem
Variationskoeffizienten von 11% und einer Genauigkeit von 86% bis 114% bestimmt wer-
den (n=5). Aus den Abbildungen ist ersichtlich, dass in den Konzentrationsstufen von
50 µg/l und 100 µg/l Busulfan die an die Kalibration gestellten Anforderungen nicht mehr
erfüllt wurden. Die relativen Standardabweichungen für diese Konzentrationsstufen lagen
zwischen 21,4 und 53,1%, die prozentualen Abweichungen der Einzelwerte überschritten
deutlich 20%.
Tabelle 15 fasst die Parameter für Präzision und Richtigkeit an der Bestimmungsgrenze
zusammen.
Tabelle 15: Präzision und Richtigkeit an der Bestimmungsgrenze (n=5)
MW (µg/l) SD (µg/l) Sdrel (%) Genauigkeit (%)
Busulfan 215,7 14,7 11 85,9 - 114,0
Um die angestrebte Bestimmungsgrenze von 25 µg/l zu erreichen und die Methode ent-
sprechend unserer klinischen Fragestellung im Rahmen der Busulfan i.v.-Studie einset-
zen zu können, wurden zahlreiche Versuche unternommen, die Probenaufarbeitung
durch Einführung von Aufkonzentrierungsschritten zu modifizieren. Um Adsorptionsef-
fekte von Busulfan an Glas auszuschliessen, wurde die Probenaufarbeitung ausschliess-
lich in Polypropylengefäßen durchgeführt. Eine erhöhte Extraktausbeute sollte durch Er-
höhung der Volumina der eingesetzten Extraktionsmittel bei der Flüssig-Flüssig- sowie
bei der Festphasenextraktion erreicht werden. Das bei der Festphasenextraktion erhalte-
ne Eluat (300 µl) wurde unter N2-Begasung zur Trockne eingedampft und mit einem
Sechstel des Extraktvolumens wiederaufgenommen, was einen Aufkonzentrierungsschritt
um den Faktor 6 bedeutete. All diese Modifikationen der Probenaufarbeitung führten je-
doch nicht zu einer Sensitivitätserhöhung der Methode, so dass die angestrebte Bestim-
mungsgrenze von 25 µg/l nicht realisiert werden konnte. Die Methode erfüllte damit nicht
die gestellten Anforderungen hinsichtlich der quantitativen Bestimmungsgrenze und
konnte somit für Blutspiegelbestimmungen für die in Kapitel 2.3.2 beschriebene klinische
Studie nicht verwendet werden.
3 Ergebnisse 73
3.1.2.3 Nachweisgrenze
Als Nachweisgrenze wurde die Konzentration festgelegt, bei der das Signal-Rausch-
Verhältnis 3:1 betrug. Für Busulfan wurde eine Nachweisgrenze von 50 µg/l definiert.
3.1.2.4 Spezifität
Bei der wiederholten Analyse gespikter Plasmaproben verschiedener Chargen ergaben
sich keine Interferenzen der Probensignale mit Signalen der Matrix.
3.1.2.5 Linearität
Für einen Konzentrationsbereich von 200 bis 5000 µg/l Busulfan wurde ein linearer Zu-
sammenhang zwischen der eingesetzten Busulfan-Konzentration und dem Verhältnis
zwischen der Peakhöhe des Analyten und der Peakhöhe des internen Standards nach-
gewiesen (siehe Abbildung 11 und Tabelle 16). Die Parameter der linearen Regression
sind in Tabelle 17 dargestellt.
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Abbildung 11: Kalibrationsgerade für Busulfan aus Plasma
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Tabelle 16: Peakhöhenverhältnisse zwischen Analyt und internem Standard (I.S.) bei ver-
schiedenen Konzentrationen
Konz.
(µg/l)
Peakflächenverhältnis
Analyt / I.S.
200 0,0189
350 0,0310
1000 0,0910
2000 0,1921
5000 0,5335
Tabelle 17: Parameter der linearen Regression
Steigung (m) Schnittpunkt y-Achse (b)Korrelationskoeffizient (r)
Busulfan 1,078 * 10-4 -0,01106 0,9983
3.1.3 Kapillarelektrophoretische Trennung
Im Rahmen eines Methodenvergleichs sind Versuche zur kapillarelektrophoretischen
Trennung von Busulfan unternommen worden. Methoden zur Bestimmung von Busulfan
mit Hilfe der Kapillarelektrophorese sind bisher noch nicht publiziert worden.
Da Busulfan keinen Chromophor besitzt, erfolgte wie unter den chromatographischen Be-
dingungen (Kapitel 3.1.2) beschrieben wiederum eine Derivatisierung mit Diethyldithio-
carbamat zum 1,4-Bis-diethyldithiocarbamoyl-butan, um die Substanz bei 280 nm detek-
tierbar zu machen. Als neutrales Molekül würde das 1,4-Bis-diethyldithiocarbamoyl-butan
jedoch mit der Geschwindigkeit des EOF zur Kathode wandern, so dass sein Detektorsig-
nal nicht von dem anderer Neutralstoffe zu unterscheiden wäre. Ziel war es daher, unter
Verwendung eines sauren Puffers das 1,4-Bis-diethyldithiocarbamoyl-butan an beiden
Stickstoff-Atomen zu protonieren, um eine Eigenmigration des Moleküls in Richtung Ka-
thode zu erzielen.
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Unter Verwendung eines 50 mM Phosphatpuffers pH 2 konnte eine kapillarelektrophore-
tische Trennung des 1,4-Bis-diethyldithiocarbamoyl-butans von anderen Substanzen in
einer Migrationszeit von 10,2 min erreicht werden (Abbildung 12).
0 5 10 15
 
min
U
V
-A
b
so
rp
ti
o
n
 b
e
i 
2
8
0
 n
m
1.
Abbildung 12: Elektropherogramm einer Leerplasmaprobe gespikt mit Busulfan
(5000 µg/l), 1. 1,4-Bis-diethyldithiocarbamoyl-butan
Kapillare: 40 cm x 50 µm I.D., fused silica
Puffer: 50 mM Phosphatpuffer pH 2
Spannung: 22 kV
Detektion: UV-Absorption bei 280 nm
Injektion:  10 s hydrodynamisch mit 3448 Pa
Von einer Weiterentwicklung der kapillarelektrophoretischen Methode wurde abgesehen,
da die vorstehend beschriebene HPLC-Methode allein schon aufgrund des größeren In-
jektionsvolumens im Vergleich zur kapillarelektrophoretischen  Methode eine höhere
Sensitivität besaß.
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3.1.4 Diskussion
Die HPLC mit UV-Detektion zur Bestimmung von Busulfan wurde im Rahmen dieser Ar-
beit auf ihre klinische Anwendbarkeit für die in Kapitel 2.3.2 beschriebene klinische Studie
zur Einführung von i.v. Busulfan in die HD-Chemotherapie bei Kindern überprüft. Eine
Quantifizierung des Busulfans sollte aus maximal 200 µl Plasma möglich sein. Außerdem
war eine quantitative Bestimmungsgrenze von 25 µg/l erforderlich, um noch Talkonzen-
trationen 12 Std. nach Busulfan-Gabe ausreichend genau quantifizieren zu können.
Henner und Mitarbeiter hatten eine HPLC-Methode entwickelt, in der Busulfan nach Deri-
vatisierung mit Diethyldithiocarbamat photometrisch bei 280 nm detektiert wird47.
Bei den meisten Bestimmungsmethoden sind mindestens 1 ml Plasma zur Quantifizie-
rung von Busulfan nötig. Ausnahmen stellten die von Bleyzac et al. und Rifai et al. ent-
wickelten HPLC-Methoden mit UV-Detektion mit einem erforderlichen Plasmavolumen
von nur 200 µl dar52,67. Bleyzac und Mitarbeiter modifizierten die oben beschriebene
HPLC-UV-Methode von Henner et al. und führten zur Aufreinigung eine Festphasenex-
traktion ein52. Für diese Methode wurde eine untere Bestimmungsgrenze von 50 mg/l be-
schrieben, wobei Linearität jedoch nur bis 100 µg/l nachgewiesen wurde. An einer Nova-
pak C18-Säule konnten unter den von Bleyzac et al. beschriebenen chromatographischen
Bedingungen zwar die Derivatisierungsprodukte des Busulfans und des internen Stan-
dards getrennt werden, die Auflösung war allerdings unzureichend und durch ein starkes
Tailing des Peaks des Derivatisierungsreagenzes DEDC gekennzeichnet. Dadurch war
eine korrekte Peakintegration und die Quantifizierung von Busulfan nicht möglich. Unter
Verwendung eines 100 mM Acetatpuffers mit einem pH-Wert von 6,0 konnte eine verbes-
serte Peakform des DEDC (ohne Tailing) erreicht werden.
Mit einer optimierten mobilen Phase, bestehend aus Acetonitril, Tetrahydrofuran und
100 mM Acetatpuffer pH 6,0 (30:25:45) konnte eine Trennung des Busulfans und eine
befriedigende chromatographische Auflösung in einer akzeptablen Analysenzeit erreicht
werden. Die erreichte quantitative Bestimmungsgrenze lag bei 200 µg/l. Diese Konzentra-
tion konnte noch mit akzeptabler Präzision und Richtigkeit bestimmt werden. Zahlreiche
Versuche wurden unternommen, um die angestrebte Bestimmungsgrenze von 25 µg/l zu
erreichen und die Methode entsprechend der klinischen Fragestellung einsetzen zu kön-
nen. Die durchgeführten Modifikationen der Probenaufarbeitung führten jedoch nicht zu
einer Erhöhung der Sensitivität der Methode, eine ausreichende Präzision und Richtigkeit
der Methode war erst ab einer Konzentration von 200 µg/l erreichbar. Die realisierte
quantitative Bestimmungsgrenze von 200 µg/l machte die Methode somit nicht einsetzbar
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im Rahmen der in Kapitel 2.3.2 beschriebenen Busulfan i.v.-Studie, da so keine ausrei-
chend genaue Quantifizierung der Talkonzentrationen 12 Std. nach Busulfan i.v.-Gabe
möglich war. Aufgrund der kurzen Probenaufarbeitungszeit ist ein Einsatz dieser Methode
im Rahmen eines konventionellen Plasmaspiegelmonitorings nach oraler Busulfan-Gabe
jedoch möglich, da hier aufgrund des Applikationsschemas Talkonzentrationen 6 Std.
nach Busulfan-Gabe mit der erreichten quantitativen Bestimmungsgrenze von 200 µg/l
noch quantifizierbar sind. Da die Methode im Rahmen der klinischen Fragestellung dieser
Arbeit nicht einsetzbar war, wurde auf eine Validierung verzichtet. Von einer weiterfüh-
renden methodischen Weiterentwicklung der Methode wurde abgesehen, weil sich eine
Busulfan-Bestimmung in Kooperation mit dem Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut in
Stuttgart ergeben hatte. Hier war zeitgleich zur vorstehend beschriebenen Methodenent-
wicklung eine HPLC-Methode mit massenspektrometrischer Detektion des Busulfans
entwickelt und validiert worden, die eine quantitative Bestimmungsgrenze von 5 µg/l mit
einem erforderlichen Plasmavolumen von 200 µl aufwies (siehe Kapitel 2.2.3)68. Wie
schon in Kapitel 2.2.3 dargestellt, erfüllte die LC-MS-Methode die gestellten Anforderun-
gen zur Validität59 und wurde im Rahmen der Busulfan i.v.-Studie zur Quantifizierung von
Busulfan eingesetzt.
Im Rahmen eines Methodenvergleichs sind außerdem erste Versuche zur kapillarelektro-
phoretischen Trennung von Busulfan unternommen worden, in der Literatur wurden dazu
bisher noch keine Methoden publiziert.
Dazu erfolgte wiederum eine Derivatisierung des Busulfans mit DEDC zum 1,4-Bis-di-
ethyldithiocarbamoyl-butan, um die Substanz bei 280 nm photometrisch erfassen zu kön-
nen. Unter Verwendung eines sauren Phosphatpuffers (pH 2) wurde eine kapillarelektro-
phoretische Trennung des Busulfans in 10,2 min erreicht. Von einer Weiterentwicklung
der kapillarelektrophoretischen Methode wurde abgesehen, da sie im Vergleich zur vor-
stehend beschriebenen HPLC-Methode eine geringere Sensitivität besaß.
Methodische Weiterentwicklungen der kapillarelektrophoretischen Trennung sind proble-
matisch, weil die Empfindlichkeit bzw. das geringere Injektionsvolumen im Vergleich zur
HPLC sicherlich das Hauptproblem für die Entwicklung einer solchen Methode darstellt.
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3.2 Populationspharmakokinetik von oralem Hochdosis-Busulfan
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der gemeinsamen populationskinetischen Aus-
wertung von 48 pädiatrisch-onkologischen Patienten aus drei verschiedenen Kliniken
dargestellt, die orales Hochdosis-Busulfan im Rahmen einer Konditionierung vor Stamm-
zelltransplantation an vier aufeinanderfolgenden Tagen erhielten. In Abhängigkeit von der
behandelnden Klinik erhielten die Patienten unterschiedliche Busulfan-Dosierungen, es
erfolgte entweder eine Dosierung nach Körperoberfläche oder nach Körpergewicht. Die
antikonvulsive Begleitmedikation zur Verhinderung bzw. Minimierung der Busulfan-asso-
ziierten Neurotoxizität variierte zwischen den Patienten in Abhängigkeit von der jeweils
behandelnden Klinik. So wurden die Patienten in den Kliniken in Münster und Jena mit
Clonazepam (0,09 mg/kg/KG pro Tag) behandelt, die Tübinger Patienten erhielten
Phenobarbital (5 mg/kg/KG pro Tag) als antikonvulsive Prophylaxe. Bei 27 der 48 Pati-
enten standen Messwerte an allen 4 Behandlungstagen zur Verfügung, bei 18 der 48 Pa-
tienten waren Messwerte an mindestens 3 Behandlungstagen vorhanden.
Die Heterogenität des Patientenkollektivs ermöglichte eine umfassende Untersuchung
verschiedener patientenspezifischer Einflussfaktoren (z.B. antikonvulsive Begleitmedika-
tion) und Kovariablen wie Alter, Gewicht und Körperoberfläche. Dies lässt sich umso bes-
ser untersuchen, je größer der verwendete Datensatz ist. Weiterhin sollte die Variabilität
der pharmakokinetischen Parameter eines Patienten an unterschiedlichen Behandlungs-
tagen (=intraindividuelle Variabilität) als auch die Variabiliät der pharmakokinetische  Pa-
rameter zwischen verschiedenen Patienten (=interindividuelle Variabiliät) charakterisiert
werden.
3.2.1 Patientencharakteristika
Tabelle 18 fasst die demographischen Daten der 48 pädiatrisch-onkologischen Patienten
während der Therapie mit Hochdosis-Busulfan zusammen.
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Tabelle 18: Demographische Daten der Patienten
Patient* Alter Gewicht Größe KOF Geschlecht
(Jahre) (kg) (cm) (m2)
1 10,5 33,0 153 1,2 m
2 18,1 61,6 171 1,7 w
3 10,8 30,6 144 1,1 w
4 9,2 26,0 127 1,0 w
5 11,1 32,0 150 1,2 m
6 7,7 24,0 122 0,9 w
7 10,7 52,3 150 1,5 w
8 3,3 16,6 95 0,7 w
9 8,5 22,5 127 0,9 m
10 4,5 21,3 116 0,8 m
12 15,7 44,0 161 1,4 m
13 1,7 10,9 79 0,5 w
14 3,5 13,1 95 0,6 w
16 6,8 26,4 114 0,9 m
17 3,3 15,6 91 0,6 m
18 12,1 55,4 157 1,5 m
19 10,4 47,7 154 1,4 m
20 12,5 61,2 159 1,6 m
21 9,4 23,5 130 0,9 m
22 14,8 60,0 167 1,7 w
23 15,0 64,0 155 1,7 m
24 2,1 12,0 91 0,6 w
25 1,1 8,0 58 0,4 m
26 4,6 17,0 101 0,7 m
27 14,3 46,0 174 1,5 w
28 10,1 28,0 129 1,0 m
29 11,6 40,0 147 1,3 m
30 14,2 44,0 160 1,4 w
31 1,8 12,0 81 0,5 m
32 15,1 60,0 178 1,7 m
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Patient* Alter Gewicht Größe KOF Geschlecht
(Jahre) (kg) (cm) (m2)
33 12,2 52,0 171 1,6 w
34 9,7 30,0 153 1,1 w
35 12,4 34,0 140 1,2 m
36 10,4 17,1 103 0,7 m
37 9,7 31,7 144 1,1 m
38 8,7 31,1 139 1,1 m
39 16,7 60,5 171 1,7 m
40 0,4 5,5 56 0,3 m
41 13,6 48,8 175 1,5 w
42 14,9 78,0 176 1,9 m
43 17,8 80,0 185 2,0 m
44 2,3 12,5 88 0,5 m
45 15,7 51,9 169 1,6 m
46 16,5 59,1 178 1,8 w
47 10,2 37,8 141 1,2 m
48 12,0 66,1 167 1,7 m
49 11,2 34,5 142 1,2 m
50 8,6 35,0 135 1,1 m
MW 9,9 37 137 1,2 ---
Median 10,4 34 144 1,2 ---
Rel. SD (%) 48 52 24 38 ---
Range 0,4-18,1 5,5-80 56-185 0,3-2 ---
*Die nicht aufgeführten Patienten wurden von der populationskinetischen Auswertung ausgeschlossen
Es wurden insgesamt 508 gemessene Busulfan-Plasmakonzentrationen in die Auswer-
tung einbezogen. Die gemessenen Busulfan-Plasmaspiegel in Abhängigkeit von der Zeit
sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Gemessene Busulfan-Konzentrationen im Plasma (n=508 Datenpunkte)
3.2.2 Modellentwicklung
Die Auswertung erfolgte mittels Ein-Kompartiment-Modell. Ein Zwei-Kompartiment-Modell
brachte keine Verbesserung der Anpassung. Die Pharmakokinetik von Hochdosis-
Busulfan wird in der Literatur ebenfalls mit einem Ein-Kompartiment-Modell beschrieben.
Die letzten Schritte der Modellentwicklung auf der Basis eines linearen Ein-Kompartiment-
Modells (ADVAN2 TRANS2) mit kombiniertem Fehlermodell aus proportionalem und ad-
ditivem Restfehler sind in Tabelle 19 dargestellt.
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Tabelle 19: Entwicklung des populationskinetischen Modells in NONMEM
(Ein-Kompartiment-Modelle, kombiniertes Fehlermodell, Endmodell= Run No. 129)
Run-No./ Beschrei-
bung
IOV OBF Cl/F [l/h]* W Cl/F V/F [l]* W  V/F ka [1/h]* W  ka Restfehler
124: W  auf Cl/F, V/F, ---- 6444 4,03 26% 24,5 53% 1,13 112% 160 µg/l /
KOF auf Cl/F 25%
125: W  auf Cl/F, V/F, ---- 6492 4,74 54% 19,5 28% 1,02 105% 233 µg/l /
KOF auf V/F 17,5%
126: W  auf Cl/F, V/F, ---- 6412 4,03 25% 21,4 30% 1,24 106% 161 µg/l /
KOF auf Cl/F, V/F 24,5%
127: W  auf Cl/F, V/F,Cl/F (10 %) 6406 4,04 25% 21,1 28% 1,24 109% 159 µg/l /
KOF auf Cl/F, V/F 23%
128: W  auf Cl/F, V/F,Cl/F (10 %),6400 4,04 25% 22 27% 1,3 107% 148 µg/l /
KOF auf Cl/F + V/F V/F (20%) 23%
129: W  auf Cl/F,
V/F,
Cl/F (10 %),6381 4,13 26% 21,3 31% 1,31 110% 123 µg/l / 15%1
KOF auf Cl/F + V/F, V/F (20%)
Klinik 192 µg/l / 23%2
im Fehlermodell
*sind Kovariablen auf Cl/F, V/F oder ka eingeführt, so beziehen sich die Populationsparameter auf die jewei-
lige Kovarible; KOF: Körperoberfläche; Cl/F: scheinbare Clearance; 1Restfehler für die Patienten aus den
Kliniken Jena und Münster; 2Restfehler für die Patienten aus dem Klinikum Tübingen; KOF: Körperoberflä-
che; Cl/F: scheinbare Clearance; V/F: scheinbares Verteilungsvolumen; W : i terindividuelle Variabilität,
IOV: interoccasional variability (Variabilität von Tag zu Tag); OBF: objective function
3.2.2.1 Einbeziehung von Kovariablen
Folgende patientenspezifische Kovariablen wurden schrittweise nacheinander in das Po-
pulationsmodell integriert und die Güte der Modellanpassung beurteilt: Alter, Gewicht,
Größe, Geschlecht, Körperoberfläche (KOF), Bodymassindex (BMI) und verwendete anti-
konvulsive Prophylaxe (Phenobarbital oder Clonazepam). Es stellte sich heraus, dass die
Einführung der KOF als Kovariable sowohl auf Cl/F als auch auf V/F zur besten Model-
lanpassung mit der geringsten Objective Function führte (siehe Tab ll 19).
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3.2.2.2 Einführung der „Interoccasion Variability“ (IOV)
Durch Einführung eines Parameters für die zufälligen Abweichungen in den pharmakoki-
netischen Parametern von einer Gabe zur nächsten oder von einem Behandlungstag zum
anderen Behandlungstag kann die Variabilität innerhalb eines Patienten besser charakt-
risiert werden. Dadurch ist man in der Lage, zwischen Abweichungen bedingt durch einen
Dokumentations- oder Messfehler einerseits und der Variabilität in der Pharmakokinetik
bei einem Patienten zwischen unterschiedlichen Gaben oder Behandlungstagen, also
echter intraindividueller Variabilität, zu unterscheiden. Wie der Tab lle 19 zu entnehmen
ist, ergibt die Einführung eines Parameters für die IOV für Cl/F und V/F eine deutliche
Verbesserung in der OBF von 6412 (Run 126) auf 6400 (Run 128) sowie eine Minimie-
rung des Restfehlers. Der proportionale Restfehler sinkt von 24,5% auf 23%, der additive
Restfehler von 161 µg/l auf 148 µg/l.
3.2.2.3 Einbeziehung der Klinik ins Fehlermodell
Als vorläufig bestes Modell wurde Run 128 (W  auf Cl/F, V/F, KOF als Kovariable auf Cl/F
und V/F, IOV auf Cl/F und V/F) angesehen mit einer OBF von 6400 und einem Restfehler
von 148 µg/l (additiver Fehler) bzw. 23%  (proportionaler Fehler). Da das Patientenkollek-
tiv aus drei verschiedenen Kliniken stammt, sollte im letzten Schritt geprüft werden, ob
durch Einbeziehung der verschiedenen Kliniken in das kombinierte Fehlermodell aus a-
ditivem und proportionalem Fehler die Modellanpassung noch weiter verbessert werden
konnte. Gedanklicher Hintergrund war, dass der Restfehler, der aus präanalytischen und
analytischen Fehlern resultiert, in den unterschiedlichen Kliniken unterschiedlich groß
sein kann.
Wie der Tabelle 19 zu entnehmen ist, konnte durch Einbeziehung der drei unterschiedli-
chen Kliniken in das kombinierte Fehlermodell die Güte der Modellanpassung signifikant
verbessert werden. Die OBF sank von 6400 (Run 128) auf 6381 (Run 129), was einer
Verbesserung der Anpassung auf einem Signifikanzniveau von 0,01 entspricht.
Der Restfehler verteilt sich wie folgt auf die Kliniken:
· Kliniken Münster und Jena:
o Additiver Restfehler: 123 µg/l
o Proportionaler Restfehler: 15%
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· Klinikum Tübingen:
o Additiver Restfehler: 192 µg/l
o Proportionaler Restfehler: 23%
Der Restfehler der Modellanpassung bei den Patienten aus den Kliniken Münster und Je-
na ist somit niedriger im Vergleich zu den Patienten aus dem Klinikum Tübingen.
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3.2.2.4 Endmodell
Run 129 (W  auf Cl/F, V/F, KOF als Kovariable auf Cl/F und V/F, IOV auf Cl/F und V/F,
kombiniertes Fehlermodell, Einbeziehung der Klinik im Fehlermodell, siehe Tabelle 19)
wurde als Endmodell der populationskinetischen Auswertung ausgewählt.
Die Qualität der Modellanpassungen wird durch die beiden folgenden Abbildungen ver-
deutlicht. Dargestellt sind die gemessenen Busulfan-Konzentrationen gegen die mit Hilfe
des Modells ermittelten Konzentrationen (=individuelle Modellvorhersagen) sowie die ge-
wichteten Residuen gegen die mit Hilfe des Populationsmodells ermittelten Konzentratio-
nen (=Modellvorhersagen).
Gemessene Busulfan-Konzentration (µg/l)
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Abbildung 14: Korrelation der gemessenen und der über das Modell ermittelten
individuellen Modellvorhersagen (n=508, NONMEM, Ein-Kompartiment-Modell,
Run No. 129). Die Linie zeigt die Winkelhalbierende.
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Modellvorhersagen (µg/l)
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Abbildung 15: Gewichtete Residuen aufgetragen gegen die über das  Modell ermittelten
Busulfankonzentrationen (=Modellvorhersagen)
Abbildung 14 zeigt die Messwerte gegen die individuellen Modellvorhersagen des End-
modells (Run 129). Bei vollständiger Übereinstimmung würden alle Punkte auf einer Ur-
sprungsgerade mit einer Steigung von 1 liegen. Die Abweichungen von der Ursprungsge-
rade sind für die individuellen Anpassungen des Modelles jedoch gleichmäßig verteilt.
Auch die gewichteten Residuen, also die gewichteten Abweichungsquadrate, sind
gleichmäßig über den gesamten Konzentrationsbereich verteilt (siehe Abb ldung 15). Die
folgende Tabelle fasst die populationskinetischen Parameter des Endmodells zusammen.
Tabelle 20: Ergebnisse der populationskinetischen Auswertung
Populations- Interindividuelle Intraindividuelle Bereich
Mittelwert Variabilität (W ) Variabilität (IOV)
Cl/F (l/h/m2) 4,13 26% 10% 2,53-7,73
V/F (l/m2) 21,3 31% 20% 11,4-38,9
ka (1/h) 1,31 110% --- 0,18-10,92
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Die intraindividuelle Variabilität von Tag zu Tag bei einem Patienten für Cl/F und V/F ist
mit 10% bzw. 20% geringer als die interindividuelle Variabilität der beiden Parameter
(26% bzw. 31%). Damit ist in der untersuchten Patientenpopulation die Voraussetzung zu
einem Drug-Monitoring der Busulfan-Plasmaspiegel mit anschließender Dosisindividuali-
sierung erfüllt. Die Resorptionsgeschwindigkeitskonstante ka zeigt mit 110% eine sehr
hohe Variabilität zwischen den Patienten. Zusätzlich zu den primären pharmakokineti-
schen Parametern Cl/F, V/F und ka wurde für jeden Patienten die AUC als Maß für die
systemische Verfügbarkeit von Busulfan über die individuelle Clearance am jeweiligen
Behandlungstag berechnet (siehe Kapitel 2.4.2.1). Die AUC streut über einen Bereich von
560 bis 2900 µM x Min mit einem VK von 24% (Daten nicht gezeigt).
Abbildung 16 illustriert die Anpassung der Messwerte im Ein-Kompartiment-Modell bei
einem repräsentativen Patienten.
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Abbildung 16: Messwerte und pharmakokinetisches Modell nach Gabe von oralem
Busulfan (Patient 1)
Durch die Parameter für IOV für Cl/F und V/F können auch Abweichungen von Tag zu
Tag in den pharmakokinetischen Parametern hinreichend angepasst werden. Das ist we-
der mit der traditionellen individuellen Auswertung noch mit anderen populationskineti-
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schen Methoden möglich. Das Verfahren liefert somit zuverlässigere Abschätzungen der
Variabilität im Vergleich zu traditionellen pharmakokinetischen Methoden.
Um der Frage nach einer Altersabhängigkeit der pharmakokinetischen Parameter Cl/F,
V/F und ka bei den untersuchten Patienten nachzugehen, wurden die Cl/F und V/F zu-
nächst auf Körperoberfläche normiert. Anschließend auf eine Korrelation zwischen Cl/F
(ml/min/m2), V/F(l/m2), ka und dem Patientenalter geprüft. Die folgenden Abbildungen zei-
gen ka und die auf Körperoberfläche normierten Parameter Cl/F und V/F in Abhängigkeit
vom Alter der Patienten.
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Abbildung 17: Abhängigkeit der Resorptionsgeschwindigkeitskonstante (ka)
vom Alter der Patienten
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Abbildung 18: Abhängigkeit des Verteilungsvolumens (V/F) vom Alter der Patienten
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Abbildung 19: Abhängigkeit der Clearance (Cl/F) vom Alter der Patienten
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Es wurde keine Korrelation zwischen Cl/F und Alter (R = 0,0243), zwischen V/F und Alter
(R = 0,0295) sowie zwischen ka und Alter festgestellt (R = 0,0056) festgestellt. In der u-
tersuchten Patientenpopulation war somit keine Altersabhängigkeit der pharmakokineti-
schen Parameter nach oraler Busulfan-Gabe festzustellen.
Weiterhin wurde der Einfluss der antikonvulsiven Begleitmedikation auf die Elimination
von Busulfan untersucht. Für die beiden eingesetzten Antikonvulsiva Clonazepam und
Phenobarbital sind enzyminduzierende Effekt auf das Cytochrom P450-System der Leber
beschrieben69. Da Busulfan hauptsächlich hepatisch verstoffwechselt wird, könnte eine
Induktion der hepatischen Metabolisierung von Busulfan die Folge sein. Dies würde sich
in einer erhöhten Busulfan-Clearance äußern. Aus diesem Grunde erfolgte ein statisti-
scher Vergleich der Clearance an Tag 1 und an Tag 4 der Behandlung mit Busulfan. Es
bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Clearance an Tag 1 und
an Tag 4 in der mit Phenobarbital behandelten Patientengruppe als auch in der Patien-
tengruppe, die Clonazepam erhielt (p = 0,157 bzw. p = 0,974, gepaarter t-Test).
Vergleicht man jedoch die Clearance der mit Clonazepam behandelten Patienten mit der
Clearance der Patienten, die Phenobarbital erhielten, so ist die Clearance in der Clona-
zepam-Gruppe im Mittel 24% höher als die Clearance der Phenobarbital-Gruppe. Dieser
Unterschied ist statistisch signifikant (p < 0,001, ungepaarter t-Test).
Die Einzelergebnisse der populationspharmakokinetischen Auswertung sind im Anhang
aufgeführt.
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3.2.3 Diskussion
Die vorliegende Untersuchung stellt die bisher größte populationskinetische Analyse von
oralem Busulfan bei Kindern dar. Für orales Busulfan ist bisher nur eine populationskine-
tische Studie von Sandström und Mitarbeitern veröffentlicht70. S e bezogen 64 Erwachse-
ne und 12 Kinder in ihre populationskinetische Untersuchung mit einer Standarddosierung
von 16 mg/kg Busulfan ein unter Verwendung von Phenytoin oder Clonazepam als anti-
konvulsive Prophylaxe.
Als Populationsmittelwerte wurden in vorliegender Arbeit eine Clearance von 4,13 l/h/m2
und ein Verteilungsvolumen von 21,3 l/m2 berechnet. Wie der Tabelle 21 zu entnehmen
ist, fanden Sandström et al. vergleichbare Populationsmittelwerte in ihrer Untersuchung
bei Erwachsenen und Kindern. Zu beachten ist, dass die von Sandström et al. berechne-
ten Populationsmittelwerte für Cl/F und V/F auf ein typisches Individuum der Population
mit einem Körpergewicht von 62 kg bezogen sind. Die Populationsmittelwerte im Rahmen
dieser Arbeit sind pro m2 Körperoberfläche berechnet. Geht man davon aus, dass ein
Körpergewicht von 30 kg in etwa 1 m2 Körperoberfläche entspricht, so sind die von
Sandström et al. berechneten Populationsmittelwerte für Cl/F und V/F durch den Faktor 2
zu teilen, damit sie auf 1 m2 Körperoberfläche bezogen sind und damit direkt vergleichbar
mit den im Rahmen dieser Arbeit berechneten Populationswerten sind.
Tabelle 21: Vergleich klinischer Untersuchungen zur Populationskinetik von oralem
Busulfan (Populationsmittelwerte und –variabilitäten)
Populations- Interindividuelle Intraindividuelle
mittelwert Variabilität (W ) Variabilität (IOV)
Diese Arbeit Cl/F (l/h/m2) 4,13 26% 10%
n=48 Patienten, V/F (l/m2) 21,3 31% 20%
0,4 bis 18,1 Jahre ka (1/h) 1,31 110% ---
Sandström et al.* Cl/F (l/h) 9,23 28% 9%
n=76 Patienten, V/F (l) 39,3 30% 16%
1,3 bis 59 Jahre ka (1/h) 1,68 100% 76%
   *Populationsmittelwerte für Cl/F und V/F sind berechnet für ein typisches Individuum der Population mit
    einem Körpergewicht von 62 kg und Clonazepam als antikonvulsiver Begleitmedikation
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Der im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Populationsmittelwert für die Resorptionsge-
schwindigkeitskonstante ka von 1,31 h
-1 ist niedriger als der von Sandström et al. ermit-
telten Wert für ka von 1,68 h
-1 für eine Population bestehend aus Erwachsenen und Kin-
dern.
Die ermittelten inter- und intraindividuellen Variabilitäten der pharmakokinetischen Para-
meter sind sehr gut vergleichbar mit den Werten aus der Untersuchung von Sandström et
al. Die über das Populationsmodell ermittelte Variabilität von Tag zu Tag bei einem Pati-
enten für Cl/F und V/F (=intraindividuelle Variabilität) war in der vorliegenden Arbeit mit
10% bzw. 20% geringer als die interindividuelle Variabilität der beiden Parameter (26%
bzw. 31%). Somit konnte anhand des untersuchten Patientenkollektivs gezeigt werden,
dass die Voraussetzung zu einem Drug-Monitoring der Busulfan-Plasmaspiegel mit an-
schließender Dosisindividualisierung bei pädiatrischen Patienten nach oraler Busulfan-
Gabe, wie z.B. von Bleyzac et al. beschrieben, erfüllt ist71.
Im Gegensatz zu der Untersuchung von Sandström et al. konnte in vorliegender Untersu-
chung durch Einführung eines Parameters für die intraindividuelle Variabilität für ka von
Tag zu Tag keine Modellverbesserung erreicht werden. Das ist dadurch begründbar, dass
in der Untersuchung von Sandström et al. mehr Probenentnahmen in der Resorpti-
onsphase durchgeführt worden sind und somit ka und die intraindividuelle Variabiliät von
ka genauer charakterisiert werden konnten.
Unter den pharmakokinetischen Parametern zeigt ka in beiden Untersuchungen mit 110%
(diese Untersuchung) bzw. 100% (Sandström et al.70) mit Abstand die größte interindivi-
duelle Variabilität. Eine vergleichbar hohe Variabilität von ka wurde in verschiedenen a-
deren Studien sowohl für Erwachsene als auch für Kinder nach oraler Busulfan-Gabe be-
schrieben30,33. So fanden Grochow und Mitarbeiter bei Kindern nach oraler Busulfan-
Gabe eine Variabilität von ka von 153% (2,47 ± 3,78 h
-1, MW ± SD). Erklärbar ist diese
hohe Variabilität wahrscheinlich durch die hohe Variabilität der Bioverfügbarkeit von ora-
lem Busulfan, die bei Kindern nach Untersuchungen von Hassan und Mitarbeitern zwi-
schen 22% und 120% schwanken kann72. Im Rahmen der vorliegenden retrospektiven
Analyse wurden bei den Kindern verschiedene Darreichungsformen eingesetzt: Teilweise
erhielten die Kinder Busulfan-Tabletten, teilweise Hartgelatinekapseln aus Eigenherstel-
lung, bei anderen Kinder erfolgte eine nasogastrale Verabreichung von in Wasser sus-
pendierten Tabletten. Bei einem Teil der Kinder kam auch eine Kombination der ver-
schiedenen Darreichungsformen zum Einsatz. Es ist anzunehmen, dass sich diese unter-
schiedlichen Darreichungsformen in ihrer Freisetzung und Bioverfügbarkeit unterschei-
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den, was zur hohen Variabilität von ka beitragen kann. Nur eine intravenöse Busulfan-
Zubereitung, die direkt systemisch appliziert wird, könnte wahrscheinlich das Problem der
variablen Busulfan-Resorption nach oraler Gabe lösen.
Die relative Heterogenität des untersuchten Datensatzes ist, im Gegensatz zu einer klas-
sischen individuellen Auswertung, für die populationskinetische Analyse von Vorteil:
Durch die Unterschiede zwischen den Patienten ist es möglich, den Einfluss der ver-
schiedenen Kovariablen auf die unterschiedlichen Parameter zu erkennen und zu quanti-
fizieren. Die aktuelle Körperoberfläche der Patienten wurde als Kovariable mit dem größ-
ten Vorhersagevermögen für Clearance und Verteilungsvolumen der Patienten identifi-
ziert. Die restlichen Kovariablen, wie auch das Körpergewicht der Patienten, zeigten im
Vergleich dazu einen statistisch signifikant geringeren Einfluss auf Cl/F und V/F. Dies ist
besonders interessant, da die Mehrzahl der Patienten, nämlich 85%, eine Busulfan-
Dosierung auf Basis des Körpergewichts erhielten. Auf Basis dieser Untersuchung
scheint jedoch die aktuelle Körperoberfläche der Patienten der am besten geeignete Pa-
rameter für Dosiskalkulationen für orales Busulfan bei pädiatrischen Patienten zu sein.
Diese These wurde auch schon in einigen früheren Studien postuliert37,39,73. Vassal und
Mitarbeiter kamen in einer Untersuchung bei 27 Kindern zu dem Ergebnis, dass eine Bu-
sulfan-Dosierung nach Körperoberfläche bei Kindern eher zu AUC-Werten führt, die mit
denen von Erwachsenen übereinstimmen. Mit einer Dosierung basierend auf dem Kör-
pergewicht wird bei der Mehrzahl der Kinder eine geringere systemische Verfügbarkeit
(gemessen über die AUC) erreicht, was z.B. zur Transplantatabstoßung führen kann.
Vergleicht man die in dieser Untersuchung ermittelten, auf Körpergewicht normalisierten
individuellen pharmakokinetischen Parameter für Cl/F, V/F und ka mit den von Sandström
et al. ermittelten Parametern für Kinder (n=12, Alter: 1,3 bis 12 Jahre), so sind die Werte
und der Bereich für das Verteilungsvolumen der Patienten vergleichbar. Die arithmeti-
schen Mittelwerte der Patienten für Cl/F und ka sind jedoch gegenüber den ermittelten
Werten von Sandström und Mitarbeitern erniedrigt (siehe Tabelle 22)70.
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Tabelle 22: Vergleich klinischer Untersuchungen zur Populationskinetik von oralem  Bu-
sulfan bei Kindern70
Mittelwert Bereich IIV (W )
Diese Arbeit Cl/F (ml/min/kg) 2,42 1,42-5,46 26%
n=48 Kinder, V/F (l/kg) 0,73 0,38-1,62 31%
0,4 bis 18,1 Jahre ka (1/h) 1,31 0,18-10,92 110%
Sandström et al. (2002)Cl/F (ml/min/kg) 4,98 1,97-8,93 41%
n=12 Kinder, V/F (l/kg) 0,96 0,50-1,57 36%
1,3 bis 12 Jahre ka (1/h) 4,99 1,12-19,1 131%
*IIV = Interindividuelle Variabilität
Verglichen mit weiteren Untersuchungen von Busulfan mit klassischen pharmakokine-
tischen Auswerteverfahren, stimmen unsere Berechnungen für V/F gut mit Untersuchun-
gen von oralem Busulfan (0,73 – 1,6 l/kg) und i.v. Busulfan (0,85 l/kg) bei Kindern über-
ein36,38,74. Die individuellen Vorhersagen für ka sind jedoch eher vergleichbar mit Werten
bei erwachsenen Patienten nach oraler Busulfan-Gabe (1,02 – 1,97 h-1) und sind geringer
im Vergleich zu Studien bei Kindern (2,46 – 2,47 h-1)33,38. Auch die Vorhersagen für die
Clearance von 2,42 ml/min/kg sind niedriger verglichen mit anderen Untersuchungen bei
Kindern (3,6 – 8,4 ml/min/kg)34,36.
Die in vielen Untersuchungen beschriebene Altersabhängigkeit der Pharmakokinetik, die
auch für Zytostatika wie Methotrexat und Bleomycin beschrieben ist, konnte im Rahmen
dieser Untersuchung nicht bestätigt werden32,34,35,75. Die Autoren stellten bei jüngeren
Kinder bis 3 bzw. 5 Jahren eine erhöhte Busulfan-Clearance und eine kürzere Eliminati-
onshalbwertzeit im Vergleich zu älteren Kindern fest. Erklärt wurde diese Beobachtung
durch höhere Glutathionvorräte bzw. eine erhöhte Aktivität von Glutathion-S-Transferasen
in der Leber oder durch ein niedrigeres Verteilungsvolumen bei kleineren Kindern. In der
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patientenpopulation konnte kei e Korrelation zwi-
schen ka und Alter sowie zwischen den auf KOF normalisierten Parametern Cl/F bzw. V/F
und Alter festgestellt werd n.
Die in der Patientenpopulation individuell berechnete AUC als Maß für die systemische
Verfügbarkeit von Busulfan variierte zwischen 560 und 2900 µM x Min mit einem VK von
24%. Die Streubreite und die Variabilität sind vergleichbar mit Untersuchungen bei Kin-
dern nach oraler Gabe von 600 mg/m2 bzw. 16 mg/kg Busulfan34,37. Dies ist einleuchtend,
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da die Patienten in vorliegender Untersuchung Dosierungen zwischen 13 und 20 mg/kg
bzw. 600 mg/m2 erhielten.
Weiterhin sollte in der vorliegenden populationskinetischen Analyse der Einfluss der anti-
konvulsiven Begleitmedikation auf die Kinetik von Busulfan untersucht werden. Interaktio-
nen von Busulfan mit anderen Arzneistoffen sind eher spärlich im Rahmen von klinischen
Untersuchungen dokumentiert. Da Busulfan hauptsächlich in der Leber durch Konjugation
mit konjugiertem Glutathion metabolisiert wird, sind Interaktionen mit Stoffen, die auch in
der Leber metabolisiert werden bzw. zu einer Enzyminduktion oder –inhibition in der Le-
ber führen, vorstellbar. Fitzsimmons und Mitarbeiter zeigten in einer Untersuchung an
Ratten, dass die Induktion des Cytochrom P450-Systems in der Leber durch Gabe von
Phenobarbital zu einer reduzierten Myelotoxizität von hochdosiertem Busulfan führte, ob-
wohl Busulfan nicht im Cytochrom P450-System verstoffwechselt wird69. Vorstellbar ist
die reduzierte Myelotoxizität durch eine Induktion des hepatischen Busulfan-
Metabolismus mit erhöhter Clearance. Auch Clonazepam kann bekanntlich zu einer In-
duktion des Cytochrom P450-Systems der Leber führen, es sind aber auch inhibierende
Effekte auf das Enzymsystem beschrieben worden76.
Ein Vergleich der Clearance an Tag 1 und Tag 4 der Behandlung mit Busulfan in der Clo-
nazepam- und Phenobarbital-Gruppe mittels gepaartem t-Test ergab keinen statistisch
relevanten Unterschied in der Clearance zwischen Tag 1 und Tag 4 (p = 0,974 bzw. p =
0,157). Somit scheint sich während der vier Behandlungstage kein enzyminduzierender
Effekt der Begleitmedikation auszubilden. Im Falle einer hepatischen Enzyminduktion
oder -inhibition hätte man an Tag 4 der Behandlung eine erhöhte bzw. erniedrigte Busul-
fan-Clearance verglichen mit Tag 1 erwartet.
Betrachtet man jedoch die individuelle Clearance der Patienten unter Clonazepam-
Prophylaxe während der vier Behandlungstage, so ist im Mittel die Clearance der Clona-
zepam-Patienten statistisch signifikant gegenüber der Clearance der mit Phenobarbital
behandelten Patienten erhöht (p < 0,001, ungepaarter t-Test). Aufgrund des retrospekti-
ven Charakters dieser Untersuchung ist nicht eindeutig zu klären, ob diese Beobachtung
durch eine Interaktion pharmakokinetischer bzw. pharmakodynamischer Art zwischen
Clonazepam und Busulfan begründet ist, oder ob der Grund nicht eher zentrumsbedingt
zu suchen ist, da die antikonvulsive Prophylaxe nämlich klinikabhängig verabreicht wurde.
Weitere klinische Untersuchungen zur Interaktion zwischen Antikonvulsiva und Busulfan
und möglichen Auswirkungen auf die Kinetik von Busulfan sollten in einer folgenden pro-
spektiven Studie durchgeführt werden, bei der die Patienten mit Ausnahme der antikon-
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vulsiven Prophylaxe eine möglichst einheitlich Behandlung erhalten sollten, um weitere
mögliche Einflussfaktoren auf die Kinetik von Busulfan auszuschließen. Dies konnte im
untersuchten vorliegenden Patientenkollektiv aus drei unterschiedlichen Kliniken aufgrund
des retrospektiven Charakters der Untersuchung nicht standardisiert werden.
Ein großer Vorteil der vorliegenden retrospektiven Untersuchung liegt jedoch darin, dass
die erhobenen Daten die klinische Realität abbilden und nicht, wie bei klinischen Studien
im Rahmen der Zulassung üblich, standardisierte klinische Bedingungen vorlagen. Somit
geben die Ergebnisse die pharmakokinetischen Parameter im klinischen Alltag sehr gut
wieder.
Interessant ist, dass ein weiterer sogenannter „Zentrumseffekt“ in vorliegender Untersu-
chung bezüglich der Abhängigkeit des Restfehlers von der behandelnden Klinik gefunden
wurde. Der Restfehler des entwickelten populationskinetischen Modells, also die Abwei-
chungen zwischen Messwert und vorhergesagter Plasmakonzentration, war überra-
schenderweise in den Kliniken Münster und Jena niedriger im Vergleich zum Klinikum
Tübingen (123 µg/l / 15% vs. 192 µg/l / 23%).
Vor dem Hintergrund, dass der Restfehler aus präanalytischen und analytischen Fehlern
resultiert und die präanalytischen Fehler in den unterschiedlichen Kliniken vergleichbar
sind, hätte man annehmen können, dass der Restfehler in den Kliniken Münster und Jena
größer im Vergleich zum Klinikum Tübingen ist. Die Busulfan-Plasmakonzentrationen der
Patienten in Tübingen wurden per LC-MS bestimmt. Diese Methode weist im Gegensatz
zu der bei den Patienten aus Münster und Jena eingesetzten HPLC-Methode mit on-line
Photolyse eine bedeutend niedrigere quantitative Bestimmungsgrenze auf (5 µg/l vs.
100 µg/l). Somit konnten im unteren Konzentrationsbereich die Busulfan-Plasmaspiegel
dieser Patienten mit einer höheren Genauigkeit quantifiziert werden, was zur Minimierung
des Restfehlers bei diesen Patienten führen würde. Da diese Annahme jedoch nicht erfüllt
wurde, kann man daraus folgern, dass die präanalytischen Fehler in den Kliniken unter-
schiedlich groß waren. Dazu zählen z.B. ungenaue Dokumentation der Probenentnahme-
zeiten sowie Unterschiede im Probenhandling, die natürlich im Klinikalltag nicht immer
vollständig auszuschließen sind. Somit ist anzunehmen, dass diese präanalytischen
Fehler bei den Patienten aus dem Klinikum Tübingen zu einer signifikanten Erhöhung des
Restfehlers führten. Im Gegensatz zum verwendeten populationskinetischen Verfahren
sind solche Einflüsse mit Hilfe von klassischen pharmakokinetischen Auswerteverfahren
nicht zu identifizieren.
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Im Rahmen dieser vorliegenden bisher größten populationskinetischen Analyse bei Kin-
dern konnten an einem heterogenen Patientenkollektiv Kovariablen identifiziert und quan-
tifiziert werden, die einen signifikanten Einfluss auf die Pharmakokinetik von hochdosier-
tem Busulfan bei Kindern haben. Der Datensatz kann somit in Zukunft als Basis für ein
Populationsmodell für orales Busulfan bei Kindern eingesetzt werden, kann aber auch als
Vergleichsdatensatz mit Daten nach intravenöser Busulfan-Gabe bei Kindern herangezo-
gen werden.
3 Ergebnisse 98
3.3 Einführung von i.v. Busulfan in die Hochdosischemotherapie bei
Kindern
3.3.1 Patientencharakteristika
19 Patienten wurden im Zeitraum von März 2001 bis September 2002 in die Studie ein-
geschlossen und mit dem Studienpräparat behandelt. Eine Übersicht über alle Studien-
patienten sowie eine Zuordnung zu den Kliniken gibt die folgende Tabelle.
Tabelle 23: Übersicht über die Studienpatienten
Patient
(ID)
Klinik
Alter
(Jahre)
Erkrankung
1 Münster 3,9 AML
2 Münster 3,9 M. Farber
3 Münster 1,4 AML
4 Münster 16,1 AML
5 Jena 9,2 Osteopetrose
6 Münster 12,9 MDS
7 Münster 14,9 Ewing
8 Frankfurt 2,5 JMML
9 Jena 12,7 Myelofibrose
10 Bonn 7,9 Ewing
11 Münster 1,7 AML
12 Jena 0,9 JMML
13 Jena 1,4 ALL
14 Münster 1,8 M. Hurler
15 Frankfurt 7,6 AML
16 Münster 3,7 M. Farber
17 Münster 11,0 MDS
18 Frankfurt 4,0 JMML
19 Frankfurt 17,3 AML
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Von 19 Studienpatienten beendete ein Patient vorzeitig die Therapie mit dem Studienprä-
parat. Alle 19 Patienten wurden, wie im Studienprotokoll vorgeschrieben, bis Tag+100
nach KMT nachbeobachtet und dokumentiert.
SUE (3x)
UE (1x)
N=18
Patienten,die
die Studie beendeten
SUE (1x)
N=1
Patient, der die Studie
vorzeitig beendete
(nach 4. Busulfan-Gabe)
N=19
Patienten, die mit i.v.-Busulfan
(Busulfex™) behandelt wurden
Abbildung 20: Übersicht über den Studienverlauf (UE=Unerwünschtes Ereignis,
SUE=Schwerwiegendes unerwünschtes Ereignis)
Wie der Abbildung 20 zu entnehmen ist, musste bei einem Patienten die Therapie mit i.v.
Busulfan vorzeitig nach der 4. Busulfan-Gabe aufgrund von neurotoxischen Symptomen
abgebrochen werden, die sich unter der Busulfan i.v.-Gabe verstärkten. Die restlichen 18
Patienten erhielten alle im Rahmen der Studie vorgesehenen 15 Busulfan-Gaben.
Tabelle 24 fasst die demographischen Daten der 19 Studienpatienten während der The-
rapie mit i.v. Busulfan zusammen. Von den 19 Studienpatienten waren 7 weiblich und 12
männlich. Das Alter der Patienten streut über einen Bereich von 0,9 bis 17,3 Jahren mit
einem Mittelwert von 7,1 Jahren und einem Median von 4,0 Jahren.
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Tabelle 24: Demographische Parameter der Studienpatienten
Patient Alter Gewicht Größe KOF Geschlecht
(ID) (Jahre) (kg) (cm) (m2)
1 3,9 15,1 101 0,65 w
2 3,9 12,2 94 0,56 w
3 1,4 11,6 86 0,52 w
4 16,1 52 173 1,57 w
5 9,2 29 130 1,03 m
6 12,9 28,4 146 1,10 w
7 14,9 49,8 163 1,52 m
8 2,5 13,8 90 0,57 w
9 12,7 43,5 161 1,36 m
10 7,9 25 122 0,92 m
11 1,7 11,3 85 0,52 m
12 0,9 8,7 80 0,44 m
13 1,4 10,8 81 0,49 m
14 1,8 12 76 0,46 w
15 7,6 19,2 119 0,80 m
16 3,7 13,5 108 0,64 m
17 11,0 31 145 1,14 m
18 4,0 18,1 109 0,75 m
19 17,3 74,2 189 2,00 m
Median 4,0 18,1 109 0,75 ---
Bereich 0,9 - 17,3 8,7 - 74,2 76 - 189 0,44 – 2,00 ---
Es wurden insgesamt 204 gemessene Busulfan-Plasmakonzentrationen in die Auswer-
tung einbezogen. Die gemessenen Busulfan-Plasmaspiegel in Abhängigkeit von der Zeit
sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21:  Gemessene Busulfan-Konzentrationen im Plasma nach i.v. Gabe
(n=204 Datenpunkte)
3.3.2 Individuelle pharmakokinetische Auswertung
3.3.2.1 Modellauswahl
Durch Erhebung der in Kapitel 2.4 beschriebenen Kriterien zeigte sich, dass die Kinetik
von Busulfan nach intravenöser Gabe durch ein Ein-Kompartiment-Modell mit einer Kine-
tik erster Ordnung für die Resorption, Verteilung und Elimination (=lineare Pharmakokine-
tik) und einem Wichtungsfaktor von 1/Cobs
2 am besten charakterisiert werden konnte. Ein
Zwei-Kompartiment-Modell brachte keine Verbesserung der Anpassung. Die Pharmako-
kinetik von i.v. Busulfan wird in der Literatur ebenfalls mit einem Ein-Kompartiment-Modell
beschrieben32.
Abbildung 22 zeigt die Anpassung der Messwerte im Ein-Kompartiment-Modell bei einem
repräsentativen Patienten.
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Abbildung 22: Messwerte und pharmakokinetisches Modell nach Gabe von i.v. Busulfan
(Patient 1)
3.3.2.2 Pharmakokinetische Parameter
Tabelle 25 gibt eine Übersicht über die individuellen pharmakokinetischen Parameter für
jeden Patienten, berechnet im Ein-Kompartiment-Modell. Eine Übersicht über die abso-
luten Werte für Clearance und Verteilungsvolumen ist im Anhang zu finden.
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Tabelle 25: Individuelle pharmakokinetische Parameter an Tag 1 und Tag 4 der Busulfan-
i.v.-Gabe (Topfit 2.0)
Patient Cl (ml/min/kg) V (l/kg) ke (h
-1) t1/2 (h)
Tag 1 Tag 4 Tag 1 Tag 4 Tag 1 Tag 4 Tag 1 Tag 4
1 3,29 n.d. 0,73 n.d. 0,270 n.d. 2,57 n.d.
2 2,52 n.d. 0,51 n.d. 0,298 n.d. 2,32 n.d.
3 4,47 n.d. 0,77 n.d. 0,347 n.d. 2,00 n.d.
4 2,37 1,85 0,74 0,64 0,191 0,172 3,64 4,03
5 3,40 3,64 0,66 0,75 0,309 0,293 2,24 2,36
6 2,41 3,59 0,65 0,61 0,222 0,358 3,12 1,94
7 3,80 2,21 0,79 0,58 0,291 0,229 2,38 3,02
8 3,86 n.d. 0,68 n.d. 0,340 n.d. 2,04 n.d.
9 3,54 2,60 0,72 0,61 0,293 0,255 2,36 2,72
10a --- n.d. --- n.d. --- n.d. --- n.d.
11 3,60 3,32 0,67 0,75 0,321 0,265 2,16 2,62
12 4,36 n.d. 0,88 n.d. 0,298 n.d. 2,32 n.d.
13 4,12 n.d. 0,70 n.d. 0,353 n.d. 1,97 n.d.
14 5,20 3,82 0,77 0,64 0,403 0,359 1,72 1,93
15 5,78 n.d. 1,05 n.d. 0,330 n.d. 2,1 n.d.
16 2,94 3,24 0,60 0,82 0,295 0,236 2,35 2,93
17 3,52 2,90 0,75 0,81 0,279 0,213 2,48 3,25
18b --- n.d. --- n.d. --- n.d. --- n.d.
19 2,74 n.d. 0,67 n.d. 0,245 n.d. 2,83 n.d.
Min 2,37 1,85 0,51 0,58 0,191 0,172 1,72 1,93
Max 5,78 3,82 1,05 0,82 0,403 0,359 3,64 4,03
Geo MW 3,53 2,94 0,72 0,68 0,295 0,258 2,35 2,69
Geo VK(%) 26 % 25 % 16% 13 % 18 % 24 % 18 % 24 %
n.d.=nicht bestimmt da keine Probenentnahmen erfolgten; a Pa ient 10: Busulfan-Plasmaspiegel
gingen nicht in die pharmakokinetische Auswertung ein; b Pat. 18: Individuelle AUC wurde an Tag 1
nicht berechnet, da Mindestanzahl von 5 Proben für individuelle Auswertung unterschritten wurde
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Die individuellen pharmakokinetischen Parameter Cl, V, ke und t1/2 nach intravenöser Ga-
be von Busulfan sind vergleichbar mit den der Literatur beschriebenen Werten für orales
Busulfan.
Die erreichten AUCs an Tag 1 und Tag 4 der Behandlung mit i.v. Busulfan sind in folgen-
der Tabelle zusammengefasst. Um die Streuung und die Variabilität beurteilen zu können,
sind der geometrische Mittelwert und der geometrische Variationskoeffizient angegeben.
An Tag 1 konnte die AUC bei 17 Patienten bestimmt werden, an Tag 4 bei 9 Patienten.
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Tabelle 26: Individuell berechnete AUCs an Tag 1 und Tag 4 (Ein-Kompartiment-Modell
und kompartimentfreie Auswertung mittels Topfit 2.0)
Patient
Tag 1
1-Komp.-Modell Kompartimentfrei
Tag 4
1-Komp.-Modell Kompartimentfrei
ID AUC (µMxMin) AUC (µMxMin) AUC (µMxMin) AUC (µMxMin)
1 1000 990 n.d. n.d.
2 1330 1540 n.d. n.d.
3 950 990 n.d. n.d.
4 1410 1460 1800 1850
5 980 980 910 960
6 1350 1380 910 990
7 980 980 1680 1690
8* 840 1310 --- ---
9 930 960 1270 1290
 10* --- --- --- ---
11 1110 1160 1210 1230
12 950 970 n.d. n.d.
13 1000 1090 n.d. n.d.
14 790 760 1080 1710
15 570 590 n.d. n.d.
16 1140 1360 1030 1050
17 940 1850 1150 1180
 18* --- n.d. --- n.d.
19 1190 1240 n.d. n.d.
Bereich 570 - 1410 590 - 1850 910 - 1800 960 - 1850
Median 980 1090 1150 1230
Geo. MW 1010 1110 1190 1290
Geo. VK (%) 22 28 25 25
n.d.= Parameter nicht bestimmt, da keine Probenentnahmen erfolgten;
*Patienten sind von der individuellen pharmakokinetischen Auswertung ausgeschlossen;
Der geometrische Mittelwert der AUC im Ein-Kompartiment-Modell an Tag 1 liegt bei
1010 µM x Min mit einem geometrischen Variationskoeffizienten von 22% (n=17 Patien-
ten). Der geometrische Mittelwert der AUC im Ein-Kompartiment-Modell an Tag 4 liegt bei
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1190 µM x Min mit einem geometrischen Variationskoeffizienten von 25% (n=9).  Fasst
man die AUCs an Tag 1 und Tag 4 zusammen, so liegt der geometrische Mittelwert  bei
1070 µM x Min mit einem geometrischen Variationskoeffizienten von 24% (n=26 Patien-
ten).
Die erreichte Variabilität der AUC nach i.v. Gabe ist somit deutlich niedriger als die Varia-
bilität nach oraler Gabe (VK von 24% nach i.v.-Gabe vs. VK von 37% nach oraler Gabe).
Zu besseren Veranschaulichung sind die erreichten AUCs an Tag 1 und Tag 4 der Be-
handlung mit i.v. Busulfan grafisch dargestellt.
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Abbildung 23: Erreichte AUC  an Tag 1 und Tag 4 der Busulfan i.v.-Gabe und Zuordnung
zum Bereich der Ziel-AUC (Rundes Symbol ± Fehlerbalken = geometrischer Mittelwert
der AUC ± 1 SD)
Betrachtet man den Ziel-AUC-Bereich von 1600 ± 600 µM x Min, so liegen an Tag 1 der
Behandlung mit i.v. Busulfan 9 von 17 Patienten außerhalb der Ziel-AUC, an Tag 4 der
Behandlung liegen 2 von 9 Patienten außerhalb des Ziel-Bereiches.
Bei intravenöser Verabreichung von 80% der protokollgemäßen oralen Dosis wurde somit
in 11 von 26 Fällen die Ziel-AUC nicht erreicht bzw. unterschritten, das entspricht einem
prozentualen Anteil von 42%.
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Die kompartimentfrei ermittelten AUCs stimmen mit den im Ein-Kompartiment-Modell er-
mittelten AUCs weitestgehend überein. Ausnahmen bilden die Patienten, bei denen ein-
zelne sehr hohe Busulfan-Plasmaspiegel auftraten, die durch das Ein-Kompartiment-
Modell nicht gut zu beschreiben waren. Bei diesen Patienten liegt die kompartimentfrei
ermittelte AUC deutlich höher als die im Ein-Kompartiment-Modell ermittelte (Beispiele:
Patienten 8 und 17, siehe Anhang).
3.3.2.3 Vergleich der pharmakokinetischen Parameter Tag 1 - Tag 4
Der statistische Vergleich der pharmakokinetischen Parameter AUC, Cl, V und t1/2 an Tag
1 und Tag 4 der Behandlung mit i.v. Busulfan erfolgte jeweils mittels gepaartem t-Test der
logarithmierten Daten. Bei keinem der Parameter konnte ein statistisch signifikanter Un-
terschied zwischen Tag 1 und Tag 4 der Behandlung mit i.v. Busulfan festgestellt werden.
Eine Übersicht über die durchgeführten statistischen Tests gibt die folgende Tabelle:
Tabelle 27: Vergleich der pharmakokinetischen Parameter unter i.v. Busulfan Tag 1 vs.
Tag 4 (Ergebnisse des gepaarten t-Tests)
Parameter (log10) p-Wert power n
Tag 1 vs. Tag 4
AUC 0,218 0,117 9
(1-Kompartiment-Modell)
Cl 0,219 0,117 9
V 0,696 0,05 9
t1/2 0,212 0,122 9
Es konnte somit kein Unterschied in den pharmakokinetischen Parametern zwischen Tag
1 und Tag 4 der Behandlung mit i.v. Busulfan festgestellt werden.
Zu Veranschaulichung sind die Clearance-Werte der Patienten an Tag 1 und Tag 4 der
Behandlung mit i.v. Busulfan dargestellt.
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Abbildung 24: Clearance der Patienten unter i.v. Busulfan an Tag 1 und Tag 4
(Runde Symbole ± Fehlerbalken = Geo MW ± SD)
3.3.2.4 Talspiegelvergleich
Tabelle 28 gibt eine Übersicht über die Busulfan-Talspiegel der Patienten vor 4., 8. und
letzter Gabe von i.v. Busulfan.
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Tabelle 28: Übersicht über die Talspiegel vor 4., 8. und letzter Busulfan-Gabe
Patient Vor 4. Gabe Vor 8. Gabe Vor letzter Gabe
(ID) n=9 n=15 n=15
1 n.d. 625 469
2 n.d. 594 448
3 443 571 477
4 932 996 981
5 414 485 412
6 659 643 227
7 n.d. 844 838
8 276 350 282
9 329 416 503
10a --- --- ---
11 408 552 452
12 n.d. 460 365
13 n.d. 474 520
14 n.d. 416 376
15 n.d. n.d. n.d.
16 559 531 462
17 654 658 511
18 n.d. n.d. n.d.
19 n.d. n.d. n.d.
n.d.= keine Probenentnahme zur Talspiegelbestimmung erfolgt
a Patient 10: Blutproben wurden wegen Instabilität verworfen
Die durchgeführten statistischen Verfahren zum Vergleich der Talspiegel sind in Tabelle
29 zusammengefasst.
3 Ergebnisse 110
Tabelle 29: Übersicht über statistische Verfahren zum Vergleich Talspiegel
No. Test Talspiegel (log10) p-Wert power
1
Verbundene
Varianzanalyse (n=9)
4. vs. 8. vs. letzte
Gabe
0,134 0,231
2 Gepaarter t-Test (n=9)4. vs. letzte Gabe 0,518 0,05
3 Gepaarter t-Test (n=15)8. vs.letzte Gabe 0,018 0,637
Wie der Tabelle zu entnehmen ist, ergab der statistische Vergleich der Talspiegel vor 4.,
8. und letzter Gabe mittels verbundener Varianzanalyse (Test No. 1) keinen statistisch
signifikanten Unterschied (p=0,134). Dabei gingen nur die Talspiegel der Patienten in die
Analyse ein, bei denen Talspiegel zu allen drei Zeitpunkten vorlagen (n=9).
Ergänzend zum Prüfplan wurde zusätzlich zur Varianzanalyse ein gepaarter t-Test der
Talspiegel vor 4. und letzter Gabe (n=9) und vor 8. und letzter Gabe durchgeführt (n=15).
Der statistische Vergleich der Talspiegel vor 4. und letzter Gabe mittels gepaartem t-Test
(Test No. 2) ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied (p=0,518, n=9).
Der statistische Vergleich der Talspiegel vor 8. und letzter Gabe mittels gepaartem t-Test
(Test No. 3) ergab einen statistisch signifikanten Unterschied auf 5%-Niveau (p<0,05,
n=15). Die Talspiegel vor letzter Gabe der Patienten unter i.v. Busulfan waren somit si-
gnifikant gegenüber den Talspiegeln vor 8. Gabe erniedrigt.
Zur Veranschaulichung sind die Talspiegel in Abbildung 25 nochmals grafisch dargestellt.
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Abbildung 25: Talspiegel nach i.v. Busulfan-Gabe vor 4., 8. und letzter Gabe
3.3.3 Sicherheit und Toxizität
In die Evaluation der Sicherheit und Toxizität der Prüfmedikation gingen die Datensätze
aller 19 Studienpatienten ein.
3.3.3.1 Zu erwartende, unerwünschte Ereignisse
Die zu erwartenden, unerwünschten Ereignisse (UEs) mussten laut Prüfplan nur doku-
mentiert werden und waren nicht meldepflichtig gegenüber dem Leiter der klinischen
Prüfung. Neben der gewünschten Toxizität der Myelosuppression traten bei den Patien-
ten lediglich Toxizitäten im Sinne bekannter Nebenwirkungen von oralem Busulfan auf
(Übelkeit, Erbrechen, Mucositis, Graft versus host disease, Kreatininanstieg, Transamina-
senanstieg)6.
3.3.3.2 Meldepflichtige unerwünschte Ereignisse
Eine Übersicht über unerwünschte Ereignisse, die bei den Studienpatienten auftraten und
dem Leiter der klinischen Prüfung gemeldet wurden, sind in Tabelle 30 und Tabelle 31
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dargestellt. Aufgeführt sind auch der zeitliche Zusammenhang und die durchgeführten
Maßnahmen hinsichtlich der Prüfmedikation.
Tabelle 30: Übersicht über gemeldete unerwünschte Ereignisse im Rahmen der Busulfan
i.v.-Studie
No ID Datum
Ereignis
(SUE/UE)
Dauer
Beschreibung, zeitlicher Zusammenhang mit
der Prüfmedikation
I 1 19.03.01 UE 1 MinuteSelbstlimitierender tonisch-klonischer
Krampfanfall ca. 21 h nach letzter Gabe von i.v.
Busulfan
II 1 21.05.01 SUE --- Tod durch gramneg. Sepsis mit
nachfolgendem SIRS, CLS und ARDS*,
ca. Tag +60 nach Gabe von i.v. Busulfan
III 5 25.04.02 SUE ---
Tod durch multiples Organversagen nach „Bron-
chiolitis obliterans organizing pneumonia“ ca.
Tag +280 nach Gabe von i.v. Busulfan
IV 8 06.05.02 SUE --- Tod durch Ateminsuffizienz nach finalem
Blastenschub Tag+140 nach Gabe von i.v. Bu-
sulfan
V 10 23.03.02 SUE Bis psychotisches Verhalten, Agitiertheit, Aggression,
27.03.02wechselnde Bewußtseinszustände unter
Therapie mit i.v. Busulfan (CTC°4)
*SIRS = Sytemischer inflammatorischer Response, CLS = Capillary Leakage Syndrome, ARDS = Adult
  Respiratory Distress Syndrome
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Tabelle 31: UEs und Zusammenhang bzw. Maßnahmen hinsichtlich der Prüfmedikation
UE ID Alter Gewicht Zusammenhang Maßnahmen hinsichtlich
No. Prüfmedikation Prüfmedikation
I 1 3,9 15,1 nein keine
II 1 3,9 15,1 möglich keine
III 5 9,2 29 unwahrscheinlich keine
IV 8 2,5 13,8 unwahrscheinlich keine
V 10 7,9 25 wahrscheinlich  Abbruch der Therapie nach
 nach 4. Busulfan-Gabe
Da sich die Toxizitätsprofile von Busulfan und dem Hilfsstoff DMA überschneiden, wurde
besondere Aufmerksamkeit auf eventuell auftretende Hepatotoxizität bzw. Neurotoxizität
(z.B. Krampfanfälle) bei Einsatz der intravenösen Busulfan-Zubereitung gelegt.
Betrachtet man die Hepatotoxizität bei den 19 Studienpatienten unter Therapie mit der
Prüfmedikation, so trat kein Fall von schwerer hepatischer VOD entsprechend der Kriteri-
en von McDonald et al. auf26.
Bezüglich der Neurotoxizität trat ein selbstlimitierender Krampfanfall unter Fieber auf (Pa-
tient 1), der aufgrund der familiären Neigung für Fieberkrämpfe nicht in Zusammenhang
mit der Prüfmedikation gebracht wurde.
Ein zweiter Fall von Neurotoxizität, allerdings in Form von psychotischem Verhalten, Agi-
tiertheit, Autoaggression und Selbstgefährdung, trat bei Patient 10 auf und wurde mit der
Studienmedikation in Zusammenhang gebracht. Die Symptome in abgeschwächter Form
traten jedoch schon vor Beginn der Behandlung mit der Prüfmedikation unter Clonaze-
pam-Gabe auf.
Trotz neurotoxischem und hepatotoxischem Lösungsvermittler wurden bei den Studien-
patienten keine außergewöhnlichen Toxizitäten festgestellt.
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3.3.4 Populationspharmakokinetische Auswertung
Zusätzlich zur individuellen pharmkokinetischen Auswertung wurde eine populati-
onspharmakokinetische Auswertung der Plasmaspiegel durchgeführt.
3.3.4.1 Modellentwicklung
Zur Modellauswahl wurden die in Kapitel 2.4 beschriebenen Kriterien zugrunde gelegt, die
Auswertung erfolgte mittels Ein-Kompartiment-Modell. Ein Zwei-Kompartiment-Modell
brachte keine Verbesserung der Anpassung. Die letzten Schritte der Modellentwicklung
auf der Basis eines linearen Ein-Kompartiment-Modells mit proportionalem Fehlermodell
zur Beschreibung der Abweichungen der Messwerte von dem Modell (Restfehler) sind in
Tabelle 32 dargestellt.
Tabelle 32: Entwicklung des populationskinetischen Modells in NONMEM
(Ein-Kompartiment-Modelle, proportionales Fehlermodell, Endmodell= Run No. 19)
Run-No. / IOV OBF Cl/F [l/h]* W  Cl/F V/F [l]* W  V/F Restfehler
Beschreibung
1: W  auf Cl, V ---- 2636 3,98 47% 8,36 50% 54%
23: W  auf Cl, V Cl/F: 11% 2513 4,51 16% 8,03 69% 37%
KOF auf Cl, V
24: W  auf Cl, V V/F: 25% 2517 4,70 19% 8,41 71% 38%
KOF auf Cl, V
17: W  auf Cl, V ---- 2635 0,78 43% 2,00 19% 51%
Alter auf Cl, V
18: W  auf Cl, V ---- 2561 0,035 29% 0,081 35% 44%
Größe auf Cl, V
20: W  auf Cl, V V/F: 23% 2511 0,19 21% 0,39 53% 37%
Gewicht auf Cl, V
19: W  auf Cl, V Cl/F: 11% 2503 0,18 20% 0,38 49% 35%
Gewicht auf Cl, V
*sind Kovariablen auf Cl/F und/oder V/F eingeführt, so beziehen sich die Populationsparameter auf die jeweilige Kova-
riable; KOF: Körperoberfläche; Cl/F: scheinbare Clearance (Clearance bezogen auf die Bioverfügbarkeit); V/F: schein-
bares Verteilungsvolumen (Verteilungsvolumen bezogen auf die Bioverfügbarkeit); W : interindividuelle Variabilität,
IOV: interoccasional variability (Variabilität von Tag zu Tag); OBF: objective function
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3.3.4.2 Einbeziehung von Kovariablen
Folgende patientenspezifischen Kovariablen wurden schrittweise nacheinander in das
Populationsmodell integriert und die Güte der Modellanpassung beurteilt: Alter, Gewicht,
Größe, Geschlecht, Körperoberfläche (KOF) und Bodymassindex (BMI). Es stellte sich
heraus, dass die Einführung des Körpergewichts als Kovariable auf Cl und V zur besten
Modellanpassung mit der geringsten Objective Function führte. Verglichen mit der Kör-
peroberfläche als Kovariable auf Cl und V führte die Einführung des Körpergewichts als
Kovariable zu einer drastischen Reduktion der OF um 10 von 2513 (Run 23) auf 2503
(Run19) mit deutlich besseren Anpassungen.
3.3.4.3 Einführung der „Interoccasion Variability“ (IOV)
Durch Einführung eines Parameters für die zufälligen Abweichungen in den pharmakoki-
netischen Parametern von einem Behandlungstag zum anderen Behandlungstag konnten
die Modellvorhersagen weiter verbessert werden. Wie der Tabelle 32  zu entnehmen ist,
ergibt die Einführung eines Parameters für IOV für Cl eine deutliche Verbesserung in der
OBF sowie eine Minimierung des Restfehlers auf 35%.
3.3.4.4 Endmodell
Run 19 (W  auf Cl/F, V/F, Gewicht als Kovariable auf Cl und V, IOV auf Cl, proportionales
Fehlermodell, siehe Tabelle 32) wurde als Endmodell der populationskinetischen Aus-
wertung ausgewählt.
Die Qualität der Modellanpassungen wird durch die beiden folgenden Abbildungen ver-
deutlicht. Dargestellt sind die gemessenen Busulfan-Konzentrationen gegen die mit Hilfe
des Modells ermittelten Konzentrationen (=individuelle Modellvorhersagen) sowie die ge-
wichteten Residuen gegen die mit Hilfe des Populationsmodelles ermittelten Konzentra-
tionen (=Modellvorhersagen).
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Abbildung 26: Korrelation der gemessenen und der über das Modell ermittelten
individuellen Modellvorhersagen (n=204, NONMEM, Ein-Kompartiment-Modell,
Run No. 19). Die Linie zeigt die Winkelhalbierende.
Abbildung 27: Korrelation der über das Modell ermittelten Busulfankonzentrationen
(=Modellvorhersagen) und der gewichteten Residuen
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Abbildung 26 zeigt die Messwerte gegen die individuellen Modellvorhersagen des End-
modells (run 19). Insgesamt betrachtet besteht eine hohe Korrelation zwischen den ge-
messenen Busulfan-Konzentrationen und den Modellvorhersagen (R2 = 0,94). Betrachtet
man den Konzentrationsbereich von 2000 µg/l bis 5000 µg/l (=Cmax-Konzentrationen am
Infusionsende), so sind die gemessenen Busulfan-Konzentrationen deutlich höher als die
individuell mittels Ein-Kompartiment-Modell vorhergesagten Konzentrationen.
Die Abweichungen von der Ursprungsgerade sind für die individuellen Anpassungen des
Modells jedoch gleichmäßig verteilt. Auch die gewichteten Residuen, also die gewichteten
Abweichungsquadrate, sind gleichmäßig über den gesamten Konzentrationsbereich ver-
teilt (siehe Abbildung 27).
Die populationskinetischen Parameter des Endmodells sind in der folgenden Tabelle zu-
sammengefasst.
Tabelle 33: Ergebnisse der populationskinetischen Auswertung
Populations- Interindividuelle Intraindividuelle
mittelwert Variabilität (W ) Variabilität (IOV)
Cl (l/h/kg) 0,18 20% 11%
V (l/kg) 0,38 49% ---
Die interindividuelle Variabilität, also die Variabilität zwischen den Patienten nach Gabe
von i.v. Busulfan für Cl und V liegt bei 20% bzw. 49%. Betrachtet man die Clearance, so
ist die intraindividuelle Variabilität, also die Variabilität innerhalb eines Patienten von Tag
zu Tag, mit 11% geringer als die interindividuelle Variabilität der Clearance (20%).
Abbildung 28 zeigt die Anpassung der Messwerte im Ein-Kompartiment-Modell bei einem
repräsentativen Patienten.
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Abbildung 28: Messwerte und populationspharmakokinetisches Modell nach Gabe von i.v.
Busulfan (Patient 1)
Wie der Abbildung 28 zu entnehmen ist, können durch die Einführung eines Parameters
für die IOV für die Clearance Abweichungen von Tag zu Tag in der Clearance gut ange-
passt werden. Mit Hilfe des populationskinetischen Modells können so z.B. die Busulfan-
Talspiegel im Vergleich zu den Modellvorhersagen mittels klassischer individueller Aus-
wertung (siehe Abbildung 22) besser vorhergesagt werden.
Die neben den Populationsmittelwerten und –variabilitäten mit Hilfe NONMEM berechne-
ten individuellen pharmakokinetischen Parameter Cl und AUC sind in Tabelle34 darge-
stellt. Die AUC als primärer Zielparameter dieser Untersuchung wurde über die individu-
elle Clearance am jeweiligen Behandlungstag berechnet (siehe Kapitel 2.4.2.1).
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Tabelle 34: Individuelle pharmakokinetische Parameter Cl und AUC an Tag 1 und 4
der Gabe von i.v. Busulfan (NONMEM-Auswertung)
Patient* Tag 1 Tag 4
Cl AUC Cl AUC
(ml/min/kg) (µM x Min) (ml/min/kg) (µM x Min)
1 2,98 1080 n.d. n.d.
2 2,16 1540 n.d. n.d.
3 3,53 1190 n.d. n.d.
4 1,96 1670 1,83 1790
5 3,12 1050 3,10 1090
6 2,25 1430 2,74 1200
7 3,08 1190 2,29 1600
8 2,75 1170 2,96 1090
9 3,03 1070 2,57 1270
10a --- --- --- ---
11 3,13 1270 2,88 1370
12 3,43 1180 n.d. n.d.
13 3,17 1280 n.d. n.d.
14 3,58 1130 3,22 1260
15 3,83 850 n.d. n.d.
16 2,67 1240 2,85 1160
17 2,48 1320 2,35 1390
18 3,55 940 n.d. n.d.
19 2,65 1220 n.d. n.d.
Geo. MW 2,92 1200 2,65 1310
Geo. VK 19% 16% 17% 16%
Bereich 1,96-3,83 850-1670 1,83-3,22 1090-1790
n.d.= nicht bestimmt, da keine Probenentnahmen; *nicht aufgeführte Patienten sind von der Aus-
wertung ausgeschlosssen
Betrachtet man den primären Zielparameter AUC, so liegt der geometrische Mittelwert bei
1200 µM x Min an Tag 1 mit einem VK von 16% (n=18) und an Tag 4 bei 1310 µM x Min
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mit einem VK von 16% (n=10). Die Werte sind höher als die berechneten AUCs mittels
individueller pharmakokinetischer Auswertung über Topfit 2.0 und zeigen eine geringere
interindividuelle Variabilität (Topfit 2.0-Auswertung: Tag 1: 1010 µM x Min, VK=22%,
n=17; Tag 4: 1190 µM x Min, VK=25%, n=9).
Die über das Populationsmodell berechneten individuellen Werte für die Clearance mit
einem geometrischen Mittelwert von 2,92 ml/min/kg (Tag 1) und 2,65 ml/min/kg (Tag 4)
sind geringfügig niedriger als die individuell berechneten Clearance-Werte mittels Topfit
2.0 (Tag 1: 3,53 ml/min/kg, Tag 4: 2,94 ml/min/kg). Als Folge davon sind die populations-
kinetisch ermittelten Werte für die AUC natürlich höher als die individuell berechneten
AUCs mittels Topfit.
3.3.5 Diskussion
Es sollte die Frage beantwortet werden, ob sich mit intravenöser Gabe eine mit der oralen
Gabe vergleichbare Dosisintensität (gemessen über die AUC) und Toxizität bei geringerer
interindividueller Variabiliät erzielen lässt. Durch direkte systemische Applikation der Bu-
sulfan-Infusion bei den Kindern erwartete man durch den Wegfall der Resorption im Ga-
strointestinaltrakt eine Minderung in der Variabilität der Pharmakokinetik.
Die vorliegende Untersuchung stellt die bisher größte publizierte Studie zur Pharmakoki-
netik von i.v. Busulfan bei Kindern mit einer Kombination aus individuellen pharmakokine-
tischen und populationspharmakokinetischen Untersuchungen dar.
Die Konzentrations-Zeit-Verläufe ließen sich für alle Patienten mit einem Ein-
Kompartiment-Modell mit einer Kinetik erster Ordnung für die Resorption, Verteilung und
Elimination gut charakterisieren. In der Literatur wird die Pharmakokinetik von i.v. Busul-
fan ebenfalls mittels Ein-Kompartiment-Modell beschrieben77.
Betrachtet man den Bereich der Ziel-AUC, so wurde bei intravenöser Verabreichung von
80% der protokollgemäßen oralen Dosis in 11 von 26 Fällen (42%) die Ziel-AUC nicht
erreicht bzw. eine geringere Dosisintensität erreicht. Dies entspricht einem prozentualem
Anteil von 42%.
Der geometrische Mittelwert der AUC während der vier Behandlungstage lag bei
1070 µM x Min, also im unteren Zielbereich der AUC (1600 ± 600 µM x Min). Eine Busul-
fan i.v. Dosis von 80% der oralen Busulfan-Dosis war also bei fast 50% der pädiatrischen
Patienten nicht ausreichend, um eine vergleichbare Dosisintensität wie nach oraler Gabe
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zu erzielen. Aus der vorliegenden Untersuchung ergibt sich, dass weitere Dosisfindung-
studien zum i.v. Busulfan bei Kindern, eventuell auch altersgruppengestaff lt, nötig sind.
Die im Rahmen der vorliegenden Studie ermittelte Variabilität der AUC nach intravenöser
Gabe ist mit einem geometrischen VK von 24% (n=26) deutlich niedriger als die Variabi-
lität nach oraler Gabe laut Vassal et al. (VK=37%, n=27)37. Intravenöses Busulfan führt
somit zu einer reproduzierbareren systemischen Verfügbarkeit bei Kindern und ist aus
diesem Grunde oralem Busulfan mit bedeutend höherer interindividueller Variabilität der
AUC vorzuziehen.
Bei keinem der pharmakokinetischen Parameter AUC ,Cl, V, und t1/2 war ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen Tag 1 und Tag 4 der Behandlung mit i.v. Busulfan
vorhanden. Ein Vergleich der Talspiegel vor 4., 8. und letzter Gabe mittels verbundener
Varianzanalyse ergab ebenfalls keinen statistisch signifikanten Unterschied. Somit  gibt
es keinen Anlass, eine lineare Kinetik von i.v. Busulfan im untersuchten pädiatrischen Pa-
tientenkollektiv in Frage zu stellen. Es findet keine Akkumulation von Busulfan während
der 4 Behandlungstage statt. Diese Beobachtungen bestätigen die Ergebnisse von Unter-
suchungen bei erwachsenen Patienten nach Gabe von i.v. Busulfan, die auch keinen
Unterschied der pharmakokinetischen Parameter zwischen Tag 1 und Tag 4 der Be-
handlung mit i.v. Busulfan feststellen konnten78,79.
Trotz neurotoxischem und hepatotoxischem Lösungsvermittler DMA wurden bei den Stu-
dienpatienten keine außergewöhnlichen Toxizitäten festgestellt. Das vorliegende kleine
Beobachtungskollektiv erlaubt natürlich keine echten Sicherheitseinschätzungen von i.v.
Busulfan. Deshalb erfordert der Einsatz von i.v. Busulfan bei Kindern weiterhin eine kriti-
sche klinische Beobachtung der Toxizitäten.
Untersuchungen zur Pharmakokinetik von i.v. Busulfan sind bisher bei Kindern bei gerin-
gen Patientenzahlen durchgeführt worden, während bei Erwachsenen auch schon größe-
re Patientenkollektive untersucht wurden (Tabelle 35)77,80,81.
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Tabelle 35: Vergleich der individuellen pharmakokinetischen Parameter nach i.v. Busulfan
dieser Untersuchung mit Ergebnissen aus der Literatur77,80,81
Geo. MW (Geo. VK) Bereich
Diese Arbeit AUC (µM x Min) 1070 (24%) 570-1800
n=19 (0,4 bis 17,3 Jahre) Cl (ml/min/kg) 3,31 (27% 1,85-5,78
0,8 und 1 mg/kg, 600 mg/m2 V (l/kg) 0,71 (15%) 0,51-1,05
Cremers et al. (2002) AUC (µM x Min) 687 (15%) 552-844
n=6 (1,5 bis 14 Jahre) Cl (ml/min/kg) 4,79 (15%) 3,90-5,96
0,8 mg/kg V (l/kg) 0,84 (9%) 0,73-0,95
Wall et al. (1999) AUC (µM x Min) 909 (Median) 450-1306
n=7 (3 bis 15 Jahre) Cl (ml/min/kg) n.b. n.b.
0,8 mg/kg V (l/kg) n.b. n.b.
Andersson et al. (2002) AUC (µM x Min) 1262 (MW) 816-1905
n=36 (15 bis 55 Jahre) Cl (ml/min/kg) 2,54 2,1-3,4
0,8 mg/kg V (l/kg) n.b. n.b.
Geo. MW = geometrischer Mittelwert, Geo. VK = Geometrischer Variationskoeffizient, MW = Mittelwert,
n.b. = nicht bestimmt, Cremers et al.: Populationskinetische Auswertung, restliche Arbeiten: klassische
individuelle pharmakokinetische Auswerteverfahren
Die ermittelten Werte für Clearance und  Verteilungsvolumen in vorliegender Studie sind
in guter Übereinstimmung mit Untersuchungen von Cremers et al. bei 6 Kindern. Der von
Cremers et al. ermittelte geometrische Mittelwert der AUC ist mit 687 µM x Min gegen-
über dem in vorliegender Untersuchung ermittelten geometrischen Mittelwert von
1070 µM x Min erniedrigt.
3 Ergebnisse 123
A
U
C
 (
µM
 x
 M
in
)
400
600
800
1000
1200
1400
1600
1800
2000
n = 26
      Diese Untersuchung
    (19 Kinder)
n = 6
      Cremers et al. 2002
            (6 Kinder)
Abbildung 29: AUC nach i.v. Busulfan  bei Kindern – Vergl ich eigener Daten mit bereits
publizierten Studien (Runde Symbole ± Fehlerbalken= geometrischer Mittelwert der AUC
± SD)
Dabei ist jedoch zu beachten, dass in der Untersuchung von Cremers et al. die AUC nach
einer Dosierung von 0,8 mg/kg KG ermittelt wurde und in vorliegender klinischer Untersu-
chung neben einer Dosis von 0,8 mg/kg KG (12 Patienten) auch höhere Dosierungen von
1 mg/kg KG (5 Patienten) und 30 mg/m2 (2 Patienten) zum Einsatz kamen. Aufgrund der
Dosisabhängigkeit der AUC sind eine im Mittel höhere AUC bzw. eine weitere Streubreite
zu erwarten. So ist die von Cremers et al. ermittelte Variabilität der AUC nach i.v. Busul-
fan mit 15% geringer als die in vorliegender Untersuchung ermittelte Variabilität von 24%.
Die von Cremers et al. und Wall et al. ermittelte und im Vergleich zu oraler Gabe niedrige
systemische Verfügbarkeit (AUC) nach i.v. Busulfan bei Kindern bekräftigt den Bedarf
weiterer Dosiseskalationsstudien bei Kindern.
Vergleicht man die Ergebnisse vorliegender Arbeit mit einer Untersuchung von i.v. Bu-
sulfan bei erwachsenen Patienten von Andersson et al.80, so ist die Streubreite der AUCs
gut miteinander vergleichbar, wobei die mittlere AUC bei den erwachsenen Patienten et-
was höher ist (MW von 1262 µM x Min). Die auf das Körpergewicht normierte Clearance
der erwachsenen Patienten in dieser Studie ist gegenüber der in der vorliegenden Arbeit
und gegenüber der von Cremers et al. ermittelten Clearance bei pädiatrischen Patienten
3 Ergebnisse 124
erniedrigt (2,54 ml/min/kg vs. 3,31 bzw. 4,79 ml/min/kg)77. Diese Beobachtung könnte ein
Beleg für eine altersabhängige Clearance nach Gabe von Busulfan sein. Das wiederum
bekräftigt die These, dass Kinder höhere Dosierungen als 80% der oralen Dosis benöti-
gen, um nach Gabe von i.v. Busulfan die gleiche Dosisintensität wie erwachsene Patien-
ten zu erreichen.
Zusätzlich zur individuellen pharmakokinetischen Auswertung ist eine populationskineti-
sche Analyse der im Rahmen der Studie erhobenen Daten erfolgt. Untersuchungen dazu
sind bisher nur von Cremers et al. in einem Kollektiv von sechs pädiatrischen Patienten
erfolgt (siehe Tabelle 36)77.
Tabelle 36: Vergleich von Populationsmittelwert und –varianzen nach i.v. Busulfan dieser
Untersuchung mit Ergebnissen aus der Literatur
Populations- Interindividuelle Intraindividuelle
mittelwert Variabilität (W ) Variabilität (IOV)
Diese Arbeit Cl (ml/min/kg) 3,00 20% 11%
n=19 V (l/kg) 0,38 49% n.b.
0,4 bis 17,3 Jahre
Cremers et al. (2002) Cl (ml/min/kg) 4,83 14% n.b.
n=6 V (l/kg) 0,84 10% n.b.
1,5 bis 14 Jahre
n.b. = nicht bestimmt
Die Populationsmittelwerte der Clearance und des Verteilungsvolumens in der vorliegen-
den Untersuchung sind gegenüber den von Cremers et al. ermittelten Werten erniedrigt.
Allerdings unterscheiden sich die beiden Untersuchungen deutlich in ihren Patientenzah-
len (6 vs. 19 Patienten). Je größer eine Population ist, desto genauer können Abschät-
zungen bezüglich der populationspharmakokinetischen Parameter der Patienten getroffen
werden, da die Daten von allen Patienten gleichzeitig ausgewertet werden. Die im Rah-
men dieser Arbeit ermittelten interindividuellen Variabilitäten für Cl und V liegen über den
von Cremers et al. ermittelten interindividuellen Variabilitäten (20% vs. 14% für Cl, 49%
vs. 10% für V).
Die intraindividuelle Variabilität der Clearance aus unserer Untersuchung ist mit 11%
niedriger als die ermittelte interindividuelle Variabilität der Clearance (20%). Damit wäre
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auch in dieser Patientenpopulation die Voraussetzung für ein Drug-Monitoring der Plas-
maspiegel mit anschließender Dosisindividualisierung erfüllt.
Ein wichtiger Faktor für die unterschiedlichen Ergebnisse in den beschriebenen populati-
onskinetischen Untersuchungen ist die Anzahl der untersuchten Patienten. Cremers et al.
analysierten ein sehr kleines Patientenkollektiv von 6 Patienten. Dadurch ist, verglichen
mit einer größeren Patientenzahl, die Abschätzung der interindividuellen Variabilität
schwieriger. Würde eine vergleichbare Anzahl an Patienten in die Untersuchung von
Cremers et al. einbezogen werden, so würden sich die Populationsmodelle bzw. die Er-
gebnisse mit großer Wahrscheinlichkeit einander angleichen.
Vergleicht man die mittels Topfit 2.0 ermittelten individuellen pharmakokinetischen Para-
meter nach i.v. Busulfan mit den populationspharmakokinetisch mittels NONMEM ermit-
telten Parametern dieser Untersuchung, so ist der Populationsmittelwert des Verteilungs-
volumens (0,38 l/kg) deutlich niedriger als das individuell mittels Topfit 2.0 ermittelte Ve-
teilungsvolumen (Geo. MW = 0,72 l/kg an Tag 1, Geo. MW = 0,68 l/kg an Tag 4). Diese
Beobachtung ist dadurch zu erklären, dass bei der in Topfit 2.0 verwendeten Wichtung
von 1/Cobs
2 gelegentlich auftretende sehr hohe Cmax-Werte nur wenig berücksichtigt wer-
den (Beispiel: Patient 2, Patient 11, siehe Anhang). Dagegen fallen die Werte bei der
verwendeten Wichtung in NONMEM stärker ins Gewicht und beeinflussen die Berech-
nung von V stärker.
Die populationskinetisch ermittelte int rindividuelle Variabilität von V von 49% ist deutlich
größer als die individuell ermittelte interindividuelle Variabilität von V (13% an Tag 1, 16%
an Tag 4, siehe Kapitel 3.3, Tabelle 25 und Tabelle 33). Im Gegensatz zur individuellen
Auswertung werden mit der populationskinetischen Auswertung für Tag 1 und Tag 4 der
Busulfan-Gabe niedrigere Clearance-Werte und demzufolge höhere AUC-Werte berech-
net. So liegen die geometrischen Mittelwerte für die AUC bei 1010 bzw. 1200 µM x Min an
Tag 1 und 1190 bzw.1310 µM x Min an Tag 4. Diese Unterschiede in den pharmakokine-
tischen Parametern sind auf die Unterschiede in den Iterationsmethoden zwischen der
individuellen und populationskinetischen Verfahren zurückzuführen. Bei klassischen indi-
viduellen Auswerteverfahren, z.B. Topfit 2.0, wird versucht, die individuell beste Modell-
vorhersage orientierend an den gemessenen individuellen Konzentrationen zu treffen.
Beim populationspharmakokinetischen Auswerteverfahren mittels NONMEM fließt zusätz-
lich noch die Information der gesamten Population mit ein.
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Im entwickelten populationskinetischen Modell bestand eine hohe Korrelation zwischen
den gemessenen Busulfan-Konzentrationen und den Modellvorhersagen (R2 = 0,94). Be-
trachtet man die Abweichungen zwischen den Modellvorhersagen und den gemessenen
Busulfan-Konzentrationen, so waren im Konzentrationsbereich von 2000 µg/l bis
5000 µg/l (=Cmax-Konzentrationen am Infusionsende) die gemessenen Busulfan-
Konzentrationen deutlich höher als die Modellvorhersagen. Die Busulfan-Spitzenspiegel
am Infusionsende schienen also fehlerbehaftet zu sein. Diese Beobachtung läßt sich am
wahrscheinlichsten mit einem fehlerhaften Infusionshandling erklären. Der kritische Punkt
dabei sind die verwendeten Infusionsgeräte: Die Busulfan-Infusion wurde in den beteilig-
ten Kliniken üblicherweise über eine Perfusorspritze oder einen Infusomaten gegeben,
beide Apparaturen gewährleisten eine konstante Infusionsgeschwindigkeit. Bei Infusions-
ende befindet sich bei beiden Applikationssystemen noch ein Totvolumen mit arzneistoff-
haltiger Lösung in den jeweiligen Schlauchsystemen. Wird am Infusionsende mit einer
höheren Infusionsgeschwindigkeit gespült, resultieren sehr hohe Cmax-Konzentrationen
von Busulfan, die durch das Modell so nicht mehr zu beschreiben sind. Dieses Problem
läßt sich nur dadurch beseitigen, dass die Schlauchsysteme vor Infusionsbeginn schon
mit arzneistoffhaltiger Lösung befüllt werden. Am Infusionsende könnte man dann auf den
Spülvorgang mit einer höheren Geschwindigkeit verzichten, da die gesamte Arzneistofflö-
sung schon am Infusionsende appliziert wurde und kein Rest in den Schlauchsystemen
verbleibt.
Vergleicht man die Ergebnisse der populationskinetischen Auswertung von i.v. Busulfan
(n=19 Patienten) und oralem Busulfan (n=48 Patienten), so fällt auf, dass der Populati-
onsmittelwert des Verteilungsvolumens von i.v. Busulfan deutlich niedriger ist als der Po-
pulationsmittelwert von oralem Busulfan (0,38 l/kg vs. 0,73 l/kg). Laut populationskineti-
scher Auswertung ist i.v. Busulfan somit durch ein niedrigeres Verteilungsvolumen ge-
kennzeichnet. Der Populationsmittelwert der Clearance nach i.v. Busulfan ist geringfügig
höher als nach oraler Busulfan-Gabe (3,0 ml/min/kg vs. 2,42 ml/min/kg). Allerdings ist zu
beachten, dass sich beide Untersuchungen in ihrer Patientenzahl deutlich unterscheiden.
Die intraindividuelle Variabilität der Clearance von i.v. und oralem Busulfan ist vergleich-
bar (11% nach i.v Busulfan vs. 10% nach oralem Busulfan). Die interindividuelle Variabi-
lität der Clearance von i.v. Busulfan ist niedriger als nach oraler Busulfan-Gabe (20%
nach i.v. Busulfan vs. 26% nach oralem Busulfan), die interindividuelle Variabilität des
Verteilungsvolumens ist nach i.v. Busulfan allerdings höher als nach oraler Busulfan-
Gabe (49% nach i.v. Busulfan vs. 31% nach oralem Busulfan).
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Die populationskinetische Untersuchung von i.v. Busulfan bestätigt somit das Ergebnis
der individuellen pharmakokinetischen Auswertung, dass die interindividuelle Variabilität
der Clearance und damit auch die Variabilität der AUC (als Maß für die systemische Ver-
fügbarkeit) nach i.v.-Gabe von Busulfan geringer ist als nach oraler Applikation.
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3.4 Fallbericht: Pharmakokinetik von i.v. Busulfan bei Patienten mit
renaler Insuffizienz
Die Pharmakokinetik von intravenösem hochdosiertem Busulfan wurde bei zwei pädiatri-
schen Patienten mit renaler Insuffizienz im Rahmen eines Drug-Monitorings untersucht.
Dadurch sollten Erkenntnisse darüber gewonnen werden, ob i.v. Busulfan in dieser Pati-
entengruppe bei konventionellen Dosierungen eine veränderte Pharmakokinetk bzw. eine
veränderte Ausscheidung (gemessen über die Clearance) zeigt. Dies würde zu einer ver-
änderten Therapieintensität (gemessen über die AUC) in dieser Patientengrupp  führen.
3.4.1 Patientencharakteristika
Die Charakteristika der beiden Patienten sind in folgender Tabelle zusammengefasst:
Tabelle 37: Patientencharakteristika
Patient Alter Gewicht Größe KOF Geschlecht Dosis*
(Jahre) (kg) (cm) (m2)
a 16,5 44 155 1,38 w 70 mg/35 mg
b 1,8 12,2 90 0,55 m 24 mg/12 mg
 *Dosis 1 / Dosis 2 bis 15
3.4.2 Einfluss der eingeschränkten Nierenfunktion auf die Pharmakoki-
netik von i.v. Busulfan
Abbildung 30 und Abbildung 31 illustrieren die Vorhersagen im Ein-Kompartiment-Modell
und die zugehörigen Busulfan-Messwerte der beiden Patienten. Bei Patient a lagen 13
Plasmaspiegel zur Busulfan-Bestimmung vor, bei Patient b konnten 9 Plasmaspiegel zur
Busulfan-Bestimmung und anschließenden pharmakokinetischen Auswertung gewonnen
werden.
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Abbildung 30: Messwerte und pharmakokinetisches Modell (Patient a)
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Abbildung 31: Messwerte und pharmakokinetisches Modell (Patient b)
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Bei den Patienten waren keine ungewöhnlichen Toxizitäten feststellbar. Die berechneten
pharmakokinetischen Paramter nach Busulfan i.v. Gabe bei den beiden Patienten sind in
Tabelle 38 zusammengefasst. Bei Patient a konnte die AUC als Maß für die systemische
Verfügbarkeit an Tag 1und Tag 3 der Behandlung mit i.v. Busulfan bestimmt werden. Bei
Patient b lagen weniger Plasmaspiegel vor, so dass die AUC nur an Tag 1 der Behand-
lung mit i.v. Busulfan bestimmt werden konnte.
Tabelle 38: Individuelle pharmakokinetische Parameter von i.v. Busulfan bei Patienten mit
eingeschränkter Nierenfunktion
Patient Tag AUC Cl V t1/2
(µM x Min) (ml/min/kg) (l/kg) (h)
a 1 1400 2,34 0,67 3,32
a 3 1940 1,69 0,68 4,68
b 1 770 5,28 1,92 4,20
Überträgt man den Ziel-AUC-Bereich der Busulfan i.v.-Studie (1600 ± 600 µM x Min, Ka-
pitel 2.3.2.2)  auf die beiden Patienten, so liegen die ermittelten AUCs im Zielbereich. Da
sich die Ziel-AUC der Studie aus einer Untersuchung von Vassal et al. bei 27 Kindern
nach Gabe von hochdosiertem oralen Busulfan (600 mg/m2) ableitet37, sind die erreichten
AUCs beider Patienten somit vergleichbar mit AUCs nach oraler Gabe von Busulfan.
Verglichen mit den pharmakokinetischen Parametern der Patienten mit normaler Nieren-
funktion aus der Busulfan i.v.-Studie (siehe 3.3.2.2), liegt Patient a an Tag 3 mit einer
AUC von 1940 µM x Min knapp oberhalb des Bereichs der erreichten AUCs innerhalb der
Studie (570 bis 1850 µM x Min). Clearance und Verteilungsvolumina der beiden Patienten
sind vergleichbar mit Cl und V der Patienten mit normaler Nierenfunktion. Das v rliegen-
de kleine Beobachtungskollektiv von zwei Patienten erlaubte keine statistische Prüfung
auf einen Unterschied in der Pharmakokinetik zwischen Patienten mit normaler und ein-
geschränkter Nierenfunktion mit ausreichender statistischer power.
Diese ersten Untersuchungen bei diesen Patienten deuten jedoch an, dass der Einsatz
von i.v. Busulfan in dieser Patientengruppe unproblematisch zu sein scheint und Dosis-
adaptionen, wie angenommen, nicht erforderlich sind.
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3.4.3 Diskussion
In vorliegender Untersuchung wurden zwei pädiatrische Patienten mit renaler Insuffizienz
einem Drug-Monitoring der Busulfan-Plasmaspiegel nach intravenöser Gabe unterzogen.
Da Busulfan überwiegend hepatisch eliminiert wird und deshalb keine Beeinträchtigung
der Elimination durch die renale Insuffizienz zu erwarten war, wurde die Busulfan-Dosis
nicht reduziert. Trotzdem war ein Austausch des oralen Busulfans in den Hochdosisthe-
rapieprotokollen gegen i.v. Busulfan unter folgenden Gesichtspunkten problematisch:
Der in der i.v. Zubereitung eingesetzte Lösungsvermittler DMA, der wie Busulfan auch
hepatotoxische und neurotoxische Eigenschaften aufweist, wird zu einem gewissen Anteil
auch über die Niere ausgeschieden, so dass es bei renaler Insuffizienz eventuell zu einer
Konzentrationserhöhung von DMA bei den Patienten kommt42. Dies könnte zu einem ver-
stärkten Auftreten von Neuro- oder Hepatotoxizität führen. Systematische Untersuchun-
gen von i.v. Busulfan bei Kindern fehlen, außerdem liegen keine Erfahrungen bei Patien-
ten mit eingeschränkter Nierenfunktion vor.
Aus diesem Grunde erfolgte die intravenöse Busulfan-Applikation unter pharmakokineti-
schem Drug-Monitoring der Plasmaspiegel. Aufgrund der geringen Fallzahl war nur ein
deskriptiver Vergleich der pharmakokinetischen Daten mit Daten von Patienten mit nor-
maler Nierenfunktion möglich. Die AUC, Clearance und die Verteilungsvolumina der Pati-
enten waren vergleichbar mit Patienten mit normaler Nierenfunktion, die orales oder i.v.
Busulfan erhielten.
Das vorliegende kleine Beobachtungskollektiv von zwei Patienten erlaubte natürlich keine
statistische Prüfung auf einen Unterschied in der Pharmakokinetik zwischen Patienten mit
normaler und eingeschränkter Nierenfunktion. Es konnten durch das Plasmaspiegel-
Monitoring aber erste Erkenntnisse zur Pharmakokinetik von i.v. Busulfan bei Patienten
mit renaler Insuffizienz gewonnen werden und so die Arzneimittelsicherheit bei den be-
handelten Kindern verbessert werden.
Solange keine Erfahrungen mit i.v. Busulfan bei einer größeren Anzahl von Patienten mit
renaler Insuffizienz vorliegen, sollte der Einsatz von i.v. Busulfan in dieser Patientengrup-
pe grundsätzlich unter einem Monitoring der Busulfan-Plasmaspiegel erfolgen.
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3.5 Optimierte HD-Chemotherapie mit Busulfan bei Kindern –
ein Ausblick
Die Chemotherapie ist nach wie vor das entscheidende Therapieelement in der Krebsth-
rapie. Die Einführung gänzlich neuer Therapieprinzipien ist mittelfristig nicht zu erwarten.
Die Fortschritte in der Therapie maligner Erkrankungen sind nicht in der Einführung neuer
Behandlungsmethoden zu sehen, sondern beruhen eher auf einer Verbesserung der be-
reits vorhandenen Therapieprotokolle. Dies betrifft im Besonderen Kinder, die in Bezug
auf Arzneimittelsicherheit häufig vernachlässigt werden, da viele Zytostatika für pädiatri-
sche Patienten oder aber für die spezielle Indikation gar nicht zugelassen sind.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten über ein Drug-Monitoring umfassende
Kenntnisse über die Pharmakokinetik von oralem und i.v. Busulfan in der HD-
Chemotherapie bei Kindern gewonnen werden und patientenspezifische Einflussfaktoren
sowie intra- und interindividuelle Variabilitäten charakterisiert werden. In einer klinischen
Phase I/II-Studie unter Plasmaspiegelmonitoring wurde die neue, seit 1999 erhältliche
intravenöse Busulfan-Infusion als Ersatz für orales Busulfan in die HD-Chemotherapie bei
Kindern eingeführt. Es wurde gezeigt, dass die Busulfan-Infusion zu einer geringeren Va-
riablität in der systemischen Verfügbarkeit und zu reproduzierbareren AUCs bei den Pati-
enten führt. Damit können eventuell therapieassoziierte, von der Dosisintensität abhäng-
ge Toxizitäten gemindert werden. Für orales und intravenöses Busulfan bei pädiatrischen
Patienten wurden populationspharmakokinetische Modelle entwickelt. Diese Modelle
können in Zukunft dazu genutzt werden, um auf Basis einer reduzierten Probenanzahl pro
Patient den individuellen Konzentrations-Zeit-Verlauf und die Pharmakokinetik von Bu-
sulfan vorherzusagen, die Dosisintensität zu bestimmen und auf Basis einer Ziel-AUC
Dosisanpassungen vorzunehmen. Eine weitere Möglichkeit wäre die Verabreichung einer
Testdosis vor Beginn der HD-Chemotherapie, um die individuellen pharmakokinetischen
Parameter eines Patienten vor Therapiebeginn zu bestimmen und auf dieser Basis die für
eine bestimmte Dosisintensität erforderliche Dosis vor Therapie festzulegen.
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4 Zusammenfassung
Die hier vorgelegte Arbeit entstand im Institut für Pharmazeutische und Medizinische
Chemie in Kooperation mit dem Universitätsklinikum, Klinik und Poliklinik für Kinderheil-
kunde, Abteilung Pädiatrische Hämatologie/Onkologie an der WWU Münster.
Es wurden Untersuchungen zur Bioanalytik, Pharmakokinetik und Toxizität von oralem
und i.v. Hochdosis-Busulfan bei pädiatrisch-onkologischen Patienten durchgeführt. Bu-
sulfan als Zytostatikum ist ein wichtiger Bestandteil der HD-Chemotherapie vor autologer
und allogener Stammzelltransplantation bei Kindern.
Zunächst sollte, ausgehend von in der Literatur beschriebenen analytischen Methoden,
ein Bestimmungsverfahren für Busulfan in Humanplasma auf seine Anwendbarkeit im
Rahmen einer klinischen Studie überprüft werden. Das Verfahren sollte sich für den routi-
nemäßigen klinischen Einsatz für Blutspiegelbestimmungen bei Kindern eignen. Durch
Verbesserung der chromatographischen Bedingungen wurde in Anlehnung an die von
Bleyzac et al. publizierte Methode eine spezifische Methode zur Bestimmung von Busul-
fan in Plasma etabliert. Aufgrund des geringen zeitlichen Bedarfs dieser Bestimmung
(kurze Probenaufarbeitungszeit und kurze Laufzeit) und aufgrund des geringen Proben-
volumens (200 µl Plasma) bietet sich dieses Verfahren für den Einsatz im klinischen Drug
Monitoring von oralem Busulfan in der HD-Chemotherapie bei Kindern an. Die erreichte
quantitative Bestimmungsgrenze der Methode lag bei 200 µg/l. Das Ziel, die Sensitivität
der Bestimmungsmethode durch Modifikation der Probenaufarbeitung auf 25 µg/l zu er-
höhen, um die Methode entsprechend der klinischen Fragestellung zur Messung von
12 Std.-Spiegeln nach intravenöser Gabe von Busulfan in der Busulfan i.v.-Studie einset-
zen zu können, konnte jedoch nicht realisiert werden. Da die Methode aufgrund der feh-
lenden Sensitivität für die spezifische klinische Fragestellung somit nicht einsetzbar war,
wurde auf eine Validierung verzichtet. Hinzu kam, dass sich eine Busulfan-Bestimmung in
Kooperation mit einem Stuttgarter Institut ergab. Die dort entwickelte LC-MS-Methode
erfüllte die von uns gestellten Anforderungen zur Validität, zur quantitativen Bestim-
mungsgrenze und zum erforderlichen benötigten Plasmavolumen im Rahmen der klini-
schen Studie.
In vorliegender Arbeit wurde außerdem erstmalig die Anwendbarkeit der Kapillarelektro-
phorese zur Bestimmung von Busulfan untersucht. Unter Verwendung eines Phosphat-
puffers pH 2 konnte das mit Diethyldithiocarbamat derivatisierte Busulfan mit einer Migra-
tionszeit von 10,2 min detektiert werden. Allerdings besaß die HPLC-Methode aufgrund
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des größeren Injektionsvolumens im Vergleich zur kapillarelektrophoretischen Methode
eine höhere Sensitivität, weshalb von einer weiteren Verbesserung der kapillarelektropho-
retischen Trennung abgesehen wurde.
Weiterhin wurde die Pharmakokinetik von oralem Hochdosis-Busulfan an insgesamt 48
pädiatrischen Patienten aus drei verschiedenen Transplantationszentren mit Hilfe einer
populationspharmakokinetischen Methode (NONMEM) charakterisiert.  Die Untersuchung
stellt die bisher größte populationskinetische Analyse bei Kindern nach oraler Busulfan-
Gabe dar. In die retrospektive Analyse wurden Patienten mit malignen und nicht-
maligenen Erkrankungen im Alter von 0,4 bis 18,1 Jahren eingeschlossen und insgesamt
508 Busulfan-Plasmaspiegel an vier Behandlungstagen ausgewertet. Die in mehreren
publizierten Studien beschriebene Altersabhängigkeit von Cl/F, V/F und ka nach oraler
Busulfan-Gabe konnte im untersuchten Patientenkollektiv nicht bestätigt werden. Die
Körperoberfläche wurde als Kovariable mit dem größten Vorhersagevermögen für Clea-
rance und Verteilungsvolumen der Patienten identifiziert. Die Variablen Alter, Gewicht,
Größe, Geschlecht und Bodymassindex zeigten im Vergleich dazu einen statistisch signi-
fikant geringeren Einfluss auf die pharmakokinetischen Parameter Cl/F und V/F. Auf Ba-
sis dieser Untersuchung scheint die aktuelle Körperoberfläche der Patienten der am be-
sten geeignete Parameter für Dosiskalkulationen für orales Busulfan bei pädiatrischen
Patienten zu sein. Abbildung 32 zeigt den mit Hilfe des entwickelten Populationsmodells
vorhergesagten Konzentration-Zeit-Verlauf von oralem Busulfan im Ein-Kompartiment-
Modell verglichen mit den tatsächlich gemessenen Werten bei einem Patienten.
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Abbildung 32: Messwerte und populationspharmakokinetisches Modell nach Gabe von
oralem Busulfan (Patient 1)
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Die über das Populationsmodell ermittelte Variabilität von Tag zu Tag bei einem Patienten
für Cl/F und V/F (=intraindividuelle Variabilität) war mit 10% bzw. 20% geringer als die
interindividuelle Variabilität der beiden Parameter (26% bzw. 31%). Dadurch konnte an-
hand des untersuchten Patientenkollektivs gezeigt werden, dass die Voraussetzung zu
einem Drug-Monitoring der Busulfan-Plasmaspiegel mit anschließender Dosisindividuali-
sierung bei pädiatrischen Patienten erfüllt ist.
Weiterhin wurde der Einfluss der antikonvulsiven Begleitmedikation auf die Pharmakoki-
netik von Busulfan untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die Clearance der mit
Clonazepam behandelten Patienten statistisch signifikant gegenüber der Clearance der
Patienten, die Phenobarbital erhielten, erhöht war. Diese Interaktion könnte in Bezug auf
eventuelle Dosisanpassungen von klinischer Relevanz sein.
In der vorliegenden Arbeit wurden außerdem Untersuchungen zur Pharmakokinetik und
Toxizität einer neuen intravenösen Busulfan-Zubereitung (Busulfex™) bei Kindern im
Rahmen einer klinischen multizentrischen Phase I/II-Studie durchgeführt. Der Einsatz der
Busulfan-Infusion bei Kindern war insofern problematisch, als dass bei Markteinführung
1999 Studien bei Kindern fehlten und die Toxizität des Arzneimittels aufgrund des einge-
setzten Lösungsvermittlers DMA nicht eingeschätzt werden konnte. Aus diesem Grund
wurde in vorliegender Arbeit die intravenöse Busulfan-Zubereitung als Ersatz für orales
Busulfan in die HD-Chemotherapie bei Kindern unter Plasmaspiegelkontrolle und engma-
schigem Monitoring der Toxizitäten eingeführt. Die studienbezogenen Aktivitäten im
Rahmen dieser Arbeit umfassten dabei die Erstellung eines GCP-konformen Prüfplans
und eines Studienkonzepts sowie studienbezogene Zwischen- und Endauswertungen.
Es sollte evaluiert werden, ob sich mit intravenöser Gabe eine mit der oralen Gabe ver-
gleichbare Dosisintensität (gemessen über die AUC) und Toxizität bei geringerer interin-
dividueller Variabiliät erzielen lässt. Als Ziel-AUC wurde dabei eine AUC von
1600 ± 600 µM x Min definiert. In die vorliegende Studie wurden 19 pädiatrische Patien-
ten mit malignen und nicht-malignen Erkrankungen im Alter von 0,9 bis 17,3 Jahren ein-
geschlossen und 204 Busulfan-Plasmaspiegel an vier Behandlungstagen untersucht. Die
Pharmakokinetik von intravenösem Busulfan wurde mit Hilfe von klassischen pharmako-
kinetischen Methoden charakterisiert sowie ergänzend eine populationskinetische Aus-
wertung durchgeführt.
Die ermittelten individuellen pharmakokinetischen Parameter Cl, V und t1/2 der Patienten
nach i.v. Busulfan sind mit den in der Literatur für orales Busulfan beschriebenen Para-
metern vergleichbar. Die Variabilität in der systemischen Verfügbarkeit (AUC) nach intra-
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venösem Busulfan war signifikant geringer als nach oraler Busulfan-Gabe (Geo. VK von
24% nach i.v.-Gabe vs. Geo. VK von 36% nach oraler Gabe). Der geometrische Mittel-
wert der AUC war nach i.v. Busulfan jedoch signifikant niedriger im Vergleich zu oralem
Busulfan (Geo. MW von 1070 µM x Min nach i.v. Busulfan vs. geo. MW von 1500 µM x
Min nach oralem Busulfan). Abbildung 33 zeigt die Anpassung der Messwerte eines Pati-
enten im Ein-Kompartiment-Modell.
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Abbildung 33: Messwerte und pharmakokinetisches Modell nach Gabe von i.v. Busulfan
(Patient 1)
Betrachtet man den Ziel-AUC-Bereich von 1600 ± 600 µM x Min, so wurde in 11 von 26
Fällen die Ziel-AUC nicht erreicht bzw. unterschritten (42%). Möchte man mehr Patienten
in den Ziel-AUC-Bereich bringen, müsste sich im nächsten Schritt an einem weiteren pä-
diatrischen Patientenkollektiv eine Dosiseskalationsstudie von i.v. Busulfan anschließen.
Es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied in den pharmakokinetischen Parame-
tern AUC, Cl, V und t1/2  an Tag 1 und Tag 4 der Behandlung mit i.v. Busulfan festgestellt.
Die Ergebnisse bestätigen somit eine lineare Kinetik von i.v. Busulfan, die auch in der Li-
teratur beschrieben wird. Es fand keine Kumulation von Busulfan während der vier Be-
handlungstage statt. Diese Beobachtung wurde durch eine statistische Analyse der Tal-
spiegel während der vier Behandlungstage unterstützt. Eine Varianzanalyse der Talspie-
gel ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied an den vier Behandlungstagen mit
i.v. Busulfan. Trotz dem neurotoxischem und hepatotoxischem Lösungsvermittler DMA
(N,N-Dimethylacetamid) wurden bei den Studienpatienten keine außergewöhnlichen To-
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xizitäten festgestellt. Das vorliegende kleine Beobachtungskollektiv erlaubt natürlich keine
echten Sicherheitseinschätzungen von i.v. Busulfan. Insgesamt kann die i.v.-Zubereitung
von Busulfan (Busulfex™) als Ersatz für orales Busulfan in der HD-Chemotherapie bei
Kindern mit geringerer interindividueller Variabilität angesehen werden.
Zusätzlich wurde eine populationspharmakokinetische Analyse der Plasmaspiegel der 19
Studienpatienten nach i.v. Busulfan durchgeführt.
Im Gegensatz zu oralem Busulfan wurde in vorliegender Untersuchung das aktuelle Kör-
pergewicht der Patienten als Kovariable mit dem größten Vorhersagevermögen für Clea-
rance und Verteilungsvolumen der Patienten nach Gabe von i.v. Busulfan identifiziert. Die
intraindividuelle Variabilität der Cl, also die Variabilität innerhalb eines Patienten von Be-
handlungstag zu Behandlungstag, lag bei 11%. Die interindividuelle Variabilität, also die
Variabilität zwischen den Patienten nach Gabe von i.v. Busulfan für Cl und V, wurde mit
20% bzw. 49% determiniert. Somit ist innerhalb des untersuchten Patientenkollektivs die
intraindividuelle Variabilität der Clearance geringer als die interindividuelle Variabilität,
was die Vorausetzungen zu einem Drug-Monitoring der Busulfan-Plasmaspiegel mit an-
schließender Dosisindividualisierung erfüllt.
In einem Fallbericht wurde abschließend die Pharmakokinetik von i.v. Busulfan bei zwei
pädiatrischen Patienten mit renaler Insuffizienz charakterisiert. Untersuchungen dazu
fehlten bisher. AUC, Clearance und Verteilungsvolumina der beiden Patienten unter-
schieden sich nicht wesentlich von den untersuchten Patienten mit normaler Nierenfunkti-
on, so dass Dosisanpassungen von i.v. Busulfan bei renaler Insuffizienz nicht erforderlich
zu sein scheinen. Durch dieses pharmakokinetische Monitoring wurden erste Erkenntnis-
se zur Pharmakokinetik in einem besonderen Patientenkollektiv gewonnen.
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ANHANG A: Populationspharmakokinetische Datenanalyse von oralem Hochdosis-
Busulfan bei pädiatrischen Patienten
(1) Ergänzende Patientencharakteristika
(2) Einzelergebnisse der populationskinetischen Datenanalyse mit NONMEM
(3) Fortran-Routine für das populationskinetische Modell in NONMEM
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(1) Ergänzende Patientencharakteristika
Patient Klinika Busulfan- Darreichungs- Antikonvulsive Diagnose
Gesamtdosis formb Prophylaxec
1 1 16 mg/kg 1 1 AML
2 1 16 mg/kg 1 1 AML
3 1 16 mg/kg 1 1 AML
4 1 16 mg/kg 1 1 AML
5 1 16 mg/kg 1 1 AML
6 1 16 mg/kg 1 1 AML
7 1 16 mg/kg 1 1 CML
8 1 16 mg/kg 1 1 CML
9 1 16 mg/kg 1 1 AML
10 1 16 mg/kg 1 1 CML
12 1 16 mg/kg 1 1 AML
13 1 20 mg/kg 2 1 AML
14 1 16 mg/kg 1 1 Prä-B-ALL
16 1 16 mg/kg 1 1 c-ALL
17 1 16 mg/kg 2 1 Wiskott-Aldrich-
Syndrom
18 1 16 mg/kg 1 1 Polycythaemia vera
19 1 16 mg/kg 1 1 MDS
20 1 16 mg/kg 1 1 CML
21 1 16 mg/kg 1 1 AML
22 1 16 mg/kg 1 1 AML
23 2 16 mg/kg 3 2 AML
24 2 18 mg/kg 3 2 AML
25 2 18 mg/kg 3 2 AML
26 2 16 mg/kg 3 2 MDS
27 2 16 mg/kg 3 2 AML
28 2 16 mg/kg 3 2 MDS
29 2 16 mg/kg 3 2 Adrenoleuko-
dystrophie
30 2 16 mg/kg 3 2 MDS
31 2 18 mg/kg 3 2 MDS
32 2 16 mg/kg 3 2 AML
33 2 16 mg/kg 3 2 AML
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Patient Klinika Busulfan- Darreichungs- Antikonvulsive Diagnose
Gesamtdosis formb Prophylaxec
34 2 600 mg/m2 3 2 Ewing-Sarkom
35 2 16 mg/kg 3 2 AML
36 2 16 mg/kg 2 2 Morbus Schirmke
37 3 600 mg/m2 2 2 Ewing-Sarkom
38 3 600 mg/m2 2 2 Ewing-Sarkom
39 3 16 mg/kg 1 2 Ewing-Sarkom
40 3 16 mg/kg 2 2 Morbus Farquhar
41 3 16 mg/kg 1 2 AML
42 3 16 mg/kg 1 2 Wiskott-Aldrich-
Syndrom
43 3 16 mg/kg 1 2 Ewing-Sarkom
44 3 20 mg/kg 1 2 Wiskott-Aldrich-
Syndrom
45 3 600 mg/m2 4 2 Ewing-Sarkom
46 3 16 mg/kg 1 2 AML
47 3 600 mg/m2 1 2 Ewing-Sarkom
48 3 13 mg/kg 1 2 Ewing-Sarkom
49 3 600 mg/m2 4 2 ALL
50 3 600 mg/m2 1 2 AML
a 1 = Universitätskinderklinik Tübingen, 2 = Universitätskinderklinik Jena, 3 = Universitätskinderklinik
  Münster
b 1 = Hartgelatinekapseln, 2 = Myleran®-T bletten,suspendiert in H2O (nasogastrale Applikation),
  3 = Myleran®-Tabletten, 4 = Hartgelatinekapseln und Myleran®-Tabletten
c 1 = Phenobarbital (5 mg/kg/Tag), 2 = Clonazepam (0,8mg/kg/Tag)
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(2) Einzelergebnisse der populationskinetischen Datenanalyse mit NONMEM
Patient* Tag Cl/F V/F ka AUC
(ml/min/kg) (l/kg) (1/h) (µM x Min)
1 1 1,60 0,51 2,81 2564
1 2 1,61 0,51 2,81 2546
1 3 1,67 0,50 2,81 2451
1 4 1,72 0,41 2,81 2380
2 1 2,54 0,68 1,00 1628
2 2 2,43 0,68 1,00 1702
2 3 2,44 0,67 1,00 1692
2 4 2,50 0,61 1,00 1651
3 1 1,70 0,86 0,65 2371
3 2 1,72 1,01 0,65 2337
3 3 1,69 0,98 0,65 2382
3 4 1,69 1,19 0,65 2384
4 1 2,65 0,88 0,87 1547
4 2 2,61 0,86 0,87 1572
4 3 2,65 0,88 0,87 1551
4 4 2,57 0,87 0,87 1597
5 1 1,91 0,63 2,81 2151
5 2 1,70 0,52 2,81 2414
5 3 2,00 0,60 2,81 2049
5 4 2,00 0,71 2,81 2054
6 1 2,75 0,82 0,65 1490
6 2 2,67 0,82 0,65 1539
6 3 2,90 0,85 0,65 1414
6 4 2,76 0,83 0,65 1485
7 1 1,57 0,70 0,33 2353
7 2 1,48 0,62 0,33 2499
7 3 1,57 0,68 0,33 2347
7 4 1,58 0,63 0,33 2330
8 1 2,17 0,60 1,40 1876
8 2 2,28 0,63 1,40 1786
8 3 2,28 0,63 1,40 1785
8 4 2,32 0,60 1,40 1760
9 1 2,37 1,26 0,47 1730
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Patient* Tag Cl/F V/F ka AUC
(ml/min/kg) (l/kg) (1/h) (µM x Min)
9 2 2,22 1,03 0,47 1846
9 3 2,24 1,13 0,47 1835
9 4 2,18 0,96 0,47 1884
10 1 2,28 0,65 0,90 1775
10 2 2,29 0,68 0,90 1766
10 3 2,29 0,68 0,90 1769
10 4 2,23 0,66 0,90 1813
12 1 2,38 0,71 0,66 1727
12 2 2,28 0,71 0,66 1803
12 3 2,32 0,69 0,66 1769
12 4 2,47 0,73 0,66 1663
13 1 2,06 0,80 1,28 2465
13 2 2,05 0,83 1,28 2485
13 3 2,03 0,86 1,28 2509
13 4 1,92 0,78 1,28 2642
14 1 2,10 1,00 0,71 1944
14 2 2,12 0,86 0,71 1922
14 3 2,16 1,05 0,71 1887
14 4 1,98 0,95 0,71 2053
16 1 1,68 0,57 2,44 2455
16 2 1,76 0,59 2,44 2341
16 3 1,76 0,62 2,44 2343
16 4 1,71 0,55 2,44 2413
17 1 1,71 1,06 1,49 2383
17 2 1,73 1,10 1,49 2359
17 3 1,74 1,07 1,49 2340
17 4 1,70 1,36 1,49 2398
18 1 1,42 0,42 10,92 2901
18 2 1,55 0,44 10,92 2660
18 3 1,78 0,46 10,92 2303
18 4 1,77 0,50 10,92 2322
19 1 1,83 0,84 0,27 2260
19 2 1,69 0,66 0,27 2446
19 3 1,89 0,78 0,27 2182
19 4 1,96 0,71 0,27 2109
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Patient* Tag Cl/F V/F ka AUC
(ml/min/kg) (l/kg) (1/h) (µM x Min)
20 1 1,99 0,70 0,18 2023
20 2 1,78 0,63 0,18 2255
20 3 1,86 0,65 0,18 2167
20 4 2,06 0,65 0,18 1957
21 1 1,92 0,84 0,25 2187
21 2 1,83 0,78 0,25 2293
21 3 1,87 0,82 0,25 2238
21 4 2,20 0,85 0,25 1902
22 1 1,86 0,80 2,38 2202
22 2 1,89 0,78 2,38 2167
22 3 1,93 0,83 2,38 2122
22 4 1,92 0,78 2,38 2142
23 1 2,08 0,65 2,01 1604
23 2 1,97 0,65 2,01 2445
23 3 2,09 0,61 2,01 1592
23 4 2,14 0,62 2,01 2251
24 1 3,51 0,87 1,51 1217
24 2 3,42 0,92 1,51 1251
24 3 3,45 0,97 1,51 1438
24 4 2,96 0,99 1,51 1677
25 1 4,42 0,86 2,13 986
25 2 4,77 0,77 2,13 914
25 3 4,71 0,79 2,13 927
25 4 4,57 0,83 2,13 955
26 1 3,30 0,91 1,87 1171
26 2 3,15 0,92 1,87 1227
26 3 3,23 0,90 1,87 1196
26 4 3,26 0,89 1,87 1184
27 1 2,42 0,77 1,74 1840
27 2 2,26 0,75 1,74 1701
27 3 2,41 0,72 1,74 1853
27 4 2,46 0,72 1,74 1560
28 1 2,68 0,73 1,56 1476
28 2 2,72 0,72 1,56 1560
28 3 2,65 0,74 1,56 1493
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Patient* Tag Cl/F V/F ka AUC
(ml/min/kg) (l/kg) (1/h) (µM x Min)
28 4 2,69 0,73 1,56 1581
29 1 2,58 0,66 1,76 1587
29 2 2,58 0,65 1,76 1592
29 3 2,63 0,64 1,76 1559
29 4 2,53 0,67 1,76 1622
30 1 2,19 0,59 1,49 1877
30 2 2,37 0,57 1,49 1733
30 3 2,00 0,63 1,49 2052
30 4 2,18 0,60 1,49 1882
31 1 3,26 1,38 2,50 1468
31 2 3,39 1,27 2,50 1212
31 3 3,59 1,36 2,50 1333
31 4 3,08 1,62 2,50 1332
32 1 1,60 0,52 0,81 2563
32 2 1,63 0,54 0,81 2524
32 3 1,62 0,53 0,81 2528
32 4 1,68 0,53 0,81 2442
33 1 2,20 0,54 1,25 1866
33 2 2,30 0,54 1,25 1782
33 3 2,38 0,52 1,25 1725
33 4 2,32 0,53 1,25 1765
34 1 2,45 0,77 1,21 2343
34 2 2,43 0,77 1,21 2366
34 3 2,51 0,76 1,21 2285
34 4 2,47 0,77 1,21 2329
35 1 2,51 0,63 1,51 1633
35 2 2,83 0,58 1,51 1451
35 3 2,63 0,64 1,51 1562
35 4 2,62 0,65 1,51 1566
36 1 3,83 0,71 5,47 1127
36 2 3,59 0,78 5,47 1202
36 3 3,58 0,79 5,47 1205
36 4 3,49 0,81 5,47 1238
37 1 2,58 0,56 1,55 2107
37 2 2,46 0,63 1,55 2209
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Patient* Tag Cl/F V/F ka AUC
(ml/min/kg) (l/kg) (1/h) (µM x Min)
37 3 2,49 0,62 1,55 2180
37 4 2,51 0,62 1,55 2167
38 1 4,51 0,82 3,49 1169
38 2 4,25 0,77 3,49 1243
38 3 4,33 0,75 3,49 1220
38 4 4,26 0,77 3,49 1239
39 1 2,93 0,76 0,34 1387
39 2 2,88 0,69 0,34 1414
39 3 2,86 0,69 0,34 1423
39 4 2,94 0,68 0,34 1383
40 1 5,46 1,56 1,51 822
40 2 5,10 1,43 1,51 586
40 3 5,35 1,35 1,51 838
40 4 5,35 1,36 1,51 559
41 1 2,38 0,76 0,94 1767
41 2 2,38 0,73 0,94 1767
41 3 2,27 0,74 0,94 1851
41 4 2,49 0,69 0,94 1691
42 1 1,70 0,51 0,76 2162
42 2 1,66 0,51 0,76 2218
42 3 1,75 0,50 0,76 2110
42 4 1,70 0,51 0,76 2163
43 1 2,66 0,61 1,35 1543
43 2 2,70 0,53 1,35 1520
43 3 2,58 0,56 1,35 1587
43 4 2,70 0,53 1,35 1518
44 1 2,21 0,74 2,52 2230
44 2 2,16 0,61 2,52 2275
44 3 2,20 0,73 2,52 2237
44 4 2,27 0,70 2,52 2172
45 1 2,42 0,62 0,50 1894
45 2 2,52 0,60 0,50 1819
45 3 2,51 0,60 0,50 1830
45 4 2,58 0,59 0,50 1778
46 1 1,73 0,63 0,26 2407
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Patient* Tag Cl/F V/F ka AUC
(ml/min/kg) (l/kg) (1/h) (µM x Min)
46 2 1,78 0,56 0,26 2341
46 3 1,73 0,61 0,26 2415
46 4 1,69 0,61 0,26 2469
47 1 2,35 0,80 0,67 2310
47 2 2,33 0,77 0,67 2329
47 3 2,33 0,77 0,67 1863
47 4 2,33 0,77 0,67 1863
48 1 1,83 0,55 0,66 1866
48 2 1,87 0,56 0,66 1821
48 3 1,84 0,55 0,66 1858
48 4 1,85 0,56 0,66 1850
49 1 1,91 0,42 1,65 2737
49 2 2,07 0,45 1,65 2528
49 3 2,01 0,47 1,65 2601
49 4 2,01 0,47 1,65 2601
50 1 1,99 0,39 0,74 2355
50 2 2,08 0,43 0,74 2255
50 3 2,28 0,38 0,74 2056
50 4 2,12 0,42 0,74 2212
*Bei den nicht aufgeführten Patienten gingen die Messwerte nicht mit in die populationski-
netische Auswertung ein
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(3) Fortran-Routine für das populationskinetische Modell in NONMEM
$PROBLEM Busulfan oral PK Run 113
;Kineticist Bruni
$INPUT    ID TIME AMT CMT DV WGT GRO KOF SEX
          AGE DAY ASS
$DATA     inp_6.csv
$SUBROUTINES ADVAN2 TRANS2
$PK
VIS1=0
VIS2=0
VIS3=0
VIS4=0
IF(DAY.EQ.1) VIS1 =1
IF(DAY.EQ.2) VIS2 =1
IF(DAY.EQ.3) VIS3 =1
IF(DAY.EQ.4) VIS4 =1
IOVA=VIS1*ETA(4)*THETA(5)+VIS2*ETA(5)*THETA(5)
IOVB=VIS3*ETA(6)*THETA(5)+VIS4*ETA(7)*THETA(5)
IOVC=IOVA+IOVB
IOVD=VIS1*ETA(8)*THETA(6)+VIS2*ETA(9)*THETA(6)
IOVE=VIS3*ETA(10)*THETA(6)+VIS4*ETA(11)*THETA(6)
IOVF=IOVD+IOVE
TVCL  =THETA(1)*KOF*EXP(IOVC)
TVV   =THETA(2)*KOF*EXP(IOVF)
TVKA  =THETA(3)
CL    =TVCL *EXP(ETA(1))
V     =TVV  *EXP(ETA(2))
KA    =TVKA *EXP(ETA(3))
F1    =1
S2    =V/1000
$ERROR
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IPRED=F
LATE=1
IF (ASS.EQ.1) LATE=THETA(8)
W=SQRT(THETA(7)**2+THETA(4)**2*IPRED**2)*LATE
IWRES=(DV-IPRED)/W
Y=IPRED+EPS(1)*W
;----------------- INITIAL ESTIMATES --------------------------
$THETA (2,3.41) ; CL
$THETA (5,22) ; V
$THETA (0,2.15); KA_IR
$THETA (0,0.335) ; proportional_error
$THETA (0,1)
$THETA (0,1)
$THETA (0,1) ; additive_error
$THETA (0,1) ; LATE_ON_EST_METHOD
$OMEGA 0.04; VAR_CL
$OMEGA 0.5; VAR_V
$OMEGA 0.2; VAR_ka
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$SIGMA 1 FIX
$EST METHOD=1 MAXEVALS=9990 PRINT=20 POSTHOC MSFO=msfb11
$COV
$TAB ID TIME DV PRED IPRED IWRES  ONEHEADER NOPRINT FILE=mutab113.prn
$TAB ID CL V KA ONEHEADER NOPRINT FILE=patab113.prn
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ANHANG B: Klinische Studie zur Einführung von i.v. Busulfan in die HD-
Chemotherapie bei Kindern
(1) Konzentrations-Zeit-Verläufe von i.v. Busulfan (Ein-Kompartiment-Modell)
(2) Ergänzende individuelle pharmakokinetische Parameter der Patienten
     (Topfit 2.0)
(3) Fortran-Routine für das populationskinetische Modell in NONMEM
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(1) Konzentrations-Zeit-Verläufe von i.v. Busulfan (Ein-Kompartiment-Modell)
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· ID 7 (uia86)
Zeit (Std.)
0 20 40 60 80
B
us
ul
fa
n 
(µ
g/
l)
0
500
1000
1500
2000
2500
Ein-Kompartiment-Modell
Messwerte
· ID 8 (ers99)
Zeit (Std.)
0 20 40 60 80
B
us
ul
fa
n 
(µ
g/
l)
0
1000
2000
3000
4000
5000
Ein-Kompartiment-Modell
Messwerte
· ID 9 (rus89)
Zeit (Std.)
0 20 40 60 80
B
us
ul
fa
n 
(µ
g/
l)
0
500
1000
1500
2000
2500
Ein-Kompartiment-Modell
Messwerte
6 ANHANG 161
· ID 10 (rnt94)
Der Patient wurde von der pharmakokinetischen Auswertung ausgeschlossen .
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· ID 14 (akd00)
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· ID 17 (eed91)
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(2) Ergänzende individuelle pharmakokinetische Parameter der Patienten
(Topfit 2.0)
Patient Cl (ml/min) Cl (ml/min) V (l) V (l)
(ID) Tag 1 Tag 4 Tag 1 Tag 4
1 49,70 n.d. 11,00 n.d.
2 30,80 n.d. 6,19 n.d.
3 51,80 n.d. 8,96 n.d.
4 123,00 96,00 38,60 33,50
5 99,00 106,00 19,20 21,70
6 68,50 102,00 18,50 17,20
7 189,00 110,00 39,10 28,90
8 a 53,30 --- 9,42 ---
9 154,00 113,00 31,40 26,60
10b --- --- --- ---
11 40,70 37,50 7,61 8,49
12 37,90 n.d. 7,62 n.d.
13 44,50 n.d. 7,58 n.d.
14 62,40 45,80 9,28 7,66
15 111,00 n.d. 20,20 n.d.
16 39,70 43,80 8,07 11,10
17 109,00 89,80 23,40 25,20
18c --- n.d. --- n.d.
19 203,00 n.d. 49,90 n.d.
Min 30,80 37,50 6,19 7,66
Max 203,00 113,00 49,90 33,50
Geo MW 72,60 76,30 14,76 17,75
Geo VK (%) 65,6 47,6 77,7 59,7
n.d.=nicht bestimmt da keine Probenentnahmen erfolgten
a Patient 10: Proben gingen in die individuelle Auswertung nicht ein
b Pat.18: Individuelle AUC wurde an Tag 1 nicht berechnet, da Mindestanzahl von 5 Proben für die
individuelle Auswertung unterschritten wurde
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(3) Fortran-Routine für das populationskinetische Modell in NONMEM
$PROBLEM Busulfan IV PK Run 19
;Kineticist Bruni
$INPUT    ID TIME AMT RATE CMT TAD DV GEW GRO KOF SEX
          AGE DAY
$DATA     inp_iv2.csv
$SUBROUTINES ADVAN1 TRANS2
$PK
VIS1=0
VIS2=0
VIS3=0
VIS4=0
IF(DAY.EQ.1) VIS1 =1
IF(DAY.EQ.2) VIS2 =1
IF(DAY.EQ.3) VIS3 =1
IF(DAY.EQ.4) VIS4 =1
IOVA=VIS1*ETA(3)*THETA(4)+VIS2*ETA(4)*THETA(4)
IOVB=VIS3*ETA(5)*THETA(4)+VIS4*ETA(6)*THETA(4)
IOV=IOVA+IOVB
TVCL  =THETA(1)
TVV   =THETA(2)
CL    =TVCL *EXP(ETA(1))*(GEW/70)*EXP(IOV)
V     =TVV  *EXP(ETA(2))*(GEW/70)
F1    =1
S1    =V/1000
$ERROR
IPRED=F
W=SQRT(THETA(3)**2*IPRED**2)
IWRES=(DV-IPRED)/W
Y=IPRED+EPS(1)*W
;----------------- INITIAL ESTIMATES --------------------------
$THETA (2,5.41) ; CL
$THETA (2,22) ; V
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$THETA (0,0.335) ; proportional_error
$THETA (0,1)
$OMEGA 0.04; VAR_CL
$OMEGA 0.5; VAR_V
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$OMEGA 1 FIX
$SIGMA 1 FIX
$EST METHOD=1 MAXEVALS=9990 PRINT=20 POSTHOC MSFO=msfb11
$COV
$TAB ID TIME DV PRED IPRED IWRES  ONEHEADER NOPRINT FILE=mutab19.prn
$TAB ID CL V  ONEHEADER NOPRINT FILE=patab19.prn
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